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PONTES, A.S. Efeito da L-Aminoácido Oxidase Isolada do Veneno da Serpente 
Calloselasma rhodostoma na Função de Neutrófilos Humanos. Tese (Doutorado). 
 
O veneno de serpentes consiste em uma mistura complexa de proteínas, peptídeos, lipídios, 
polissacarídeos e substâncias químicas inorgânicas. Polipeptídeos e proteínas estão presentes 
em maiores proporções, chegando a 90-95% do seu peso seco. Dentre os constituintes 
proteicos do venenos temos as metaloproteases, fosfodilesterases, hialuronidase, fosfolipases 
A2 (PLA2) e L-aminoácido oxidase (LAAO). A LAAO é uma enzima que se encontra 
amplamente distribuída em várias espécies de seres vivos. Além de peçonhas de serpentes, a 
enzima foi identificada em insetos, fungos e em plantas. Esta proteína desperta um grande 
interesse na área científica por apresentar efeitos de oxidação sobre diversos patógenos, como 
fungos e vírus e, sobre várias linhagens celulares. Parte desses efeitos é creditado ao peróxido 
de hidrogênio, gerado na reação oxidativa dessa enzima. Estudos anteriores realizados por 
Pontes et al. (2014) demonstraram a capacidade da LAAO, isolada do veneno da serpente 
Calloselasma rhodostoma, em ativar neutrófilos humanos isolados. Vale ressaltar que esta foi 
à primeira descrição desse efeito. No presente estudo, a LAAO não apresentou toxicidade 
sobre os neutrófilos. Nas concentrações de 50 e 100 µg/ mL, a toxina estimulou a migração 
dos neutrófilos, inibida pelo tratamento com Wortimanina (inibidor da PI3K) e SB 202190 
(inibidor da p38 MAPK). Também, foi capaz de estimular a produção de espécies reativas do 
oxigênio seguido de degranulação, fagocitose de partículas de zimosan e liberação de 
mieloperoxidase pelos neutrófilos. Além disso, a LAAO  estimulou estas células a liberar 
citocinas proinflamatórias como a IL-8, após 3 horas e, a IL-6, após 1 hora de incubação. Os 
mediadores lipídicos, prostaglandina E2 e o leucotrieno B4 foram detectados após 1 e 2 horas 
de incubação com a LAAO, respectivamente. A LAAO também foi capaz de estimular a 
formação e liberação de NETs, durante a 1ª hora de incubação. Este estudo permitiu uma 
melhor compreensão do mecanismo de ação da LAAO sobre neutrófilos, possibilitando novas 
perspectivas para sua utilização como modelo molecular no estudo de processos 
fisiopatológicos e para o desenvolvimento de novos fármacos. 
 
Palavras-chave: LAAO. Inflamação. Neutrófilos. Quimiotaxia. Fagocitose. Espécies reativas 













PONTES, A. S. Effect of L-amino acid oxidase from Calloselasma rhodosthoma snake 
venom on human neutrophil functions. Thesis (PhD).  
 
Snake venoms consists of a complex mixture of proteins, peptides, lipids, polysaccharides and 
inorganic chemical substances. Polypeptides and proteins are present in high content, ranging 
from 90-95% of its dry weight. Among the protein constituents of snake venoms are the 
metalloproteases, phosphodiesterases, hyaluronidase, phospholipase A2 (PLA2) and L-amino 
acid oxidase (LAAO). LAAO is an enzyme widely distributed in various species of living 
beings. Besides snake venoms, the enzyme was identified in insects, fungi and plants. This 
protein attracts great interest in the scientific area by present oxidation effects on various 
pathogens, like viruses and fungi, and several cell strains. Part of these effects are credited to 
the hydrogen peroxide generated in the oxidative reaction of this enzyme. Previous studies 
conducted by Pontes et al. (2014) demonstrated the capacity of LAAO, isolated from 
Calloselasma rhodostoma snake venom, to activate isolated human neutrophils. It is worth 
mentioning that this was the first description of this effect. In the present study, LAAO was 
not toxic to neutrophils. At concentrations of 50 and 100µg/mL, the toxin stimulated 
neutrophils migration inhibited by treatment with Wortmanin (a PI3K inhibitor) and SB 
202190 (a p38MAPK inhibitor). Also, LAAO was able to stimulate reactive oxygen species 
production followed by degranulation, phagocytosis of zymosan particles and release of 
myeloperoxidase from neutrophils. In addition, LAAO stimulated neutrophils to release 
proinflammatory cytokines such as IL-8, after 3 hours, and IL-6, after 1 hour of incubation. In 
addition, prostaglandin E2 and leukotriene B4 were also detected after 1 and 2 hours of 
incubation with LAAO, respectively. LAAO was able to stimulate the formation and release 
of NETs during the 1st hour of incubation. This study enabled to a better understand of the 
mechanism of action of LAAO on neutrophils, allowing for new perspectives to be used as 
molecular model in the study of pathophysiological processes and/or for the development of 
new drugs. 
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1.1 L-AMINOÁCIDO OXIDASE 
 
Os principais componentes dos venenos de serpentes são peptídeos e proteínas, alguns 
destes constituintes tornaram-se valiosos como ferramentas e/ou terapêutica, devido à sua 
elevada especificidade farmacológica e potência para alvos moleculares (KING et al., 2011). 
Cerca de 20 tipos diferentes de enzimas são conhecidos até agora, encontradas no veneno de 
serpentes em diferentes combinações e concentrações. Destas, incluem acetilcolinesterases, 
serinoproteases, metaloproteinases, fosfolipases A2 e L-aminoácido oxidases (JAIN; 
KUMAR, 2012).  
Os venenos das serpentes da família Viperidae, Crotalidae e Elapidae são fontes ricas 
de LAAO. Contém FAD ou FMN ligados as glicoproteínas , que são responsáveis pelo 
coloração amarelo do veneno e contribui para a toxicidade do envenenamento por meio do 
estresse oxidativo causado pelo peróxido de hidrogênio (GUO et al., 2012). 
As L-aminoácido oxidases (LAAO) são flavoenzimas que catalisam a oxidação 
esteroespecífica de um L-aminoácido para um α-acetoácido com a produção de peróxido de 
hidrogênio e amônia por meio de um iminoácido intermediário (CURTI et al., 1992; 
ZULIANI et al., 2009) (Figura 1).  
 
Figura 1. Ação de uma LAAO sobre um L-amino ácido, mostrando a desaminação esteroespecífica 
oxidativa.  
 
Fonte: Costa et al., (2014). 
 
De acordo com Macheroux e colaboradores (2001) a LAAO isolada do veneno da 
serpente Calloselasma rhodostoma é dimérica e contém três domínios distintos: helicoidal, 




Figura 2. Estrutura cristalográfica da LAAO de Calloselasma rhodostoma.  
 
O domínio ligante do FAD é mostrado em vermelho, o de ligação do substrato em verde e o helicoidal em azul. 
Fonte: Geyer et al., 2001 
 
A LAAO de Calloselasma rhodostoma é uma proteína que se apresenta em forma de 
homodímero e possui massa molar de 110 a 150 kDa. Dois sítios de glicosilação foram 
observados: um no domínio de ligação do substrato e, outro, no domínio helicoidal 
(PAWELEK et al., 2000). Alguns carboidratos como: galactose, manose, fucose e ácido 
siálico foram identificados nas LAAOs, correspondendo a aproximadamente 5,4% da proteína 
(DE KOK; RAWITCH, 1969; SOLIS et al., 1999; ALI et al., 2000). 
Esta enzima tem despertado o interesse devido ao seu potencial biológico, como 
mostrou Skarnes em 1970, com a LAAO de Crotalus adamanteus que apresentou atividade 
bactericida sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Mais tarde, em 1991, Stiles e 
colaboradores realizaram estudos sobre o efeito bactericida de venenos de serpentes, mais 
especificamente de Psuedechis australis, do qual isolou componentes antimicrobianos. Vários 
estudos foram realizados com diferentes serpentes: Bothrops alternatus (STÁBELI et al., 
2004), Trimeresurus mucrosquamatus (WEI et al., 2003), Bothrops pirajai (IZIDORO et al., 
2006), Agkistrodon halys pallas (LIU et al., 2002), Crotalus durissus cascavella (TOYAMA 
et al., 2006), Vipera lebetina  (TONISMAGI et al.,2006), Bothrops moojeni (STÁBELI et al., 
2007), Naja naja oxiana (SAMEL et al., 2008), Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 
2009),  Bothrops jararaca (CISCOTTO et al., 2009), Bothrops marajoensis (TORRES et al., 
2010), Ophiophagus hannah (LEE et al., 2011), Calloselasma rhodostoma e Ophiophagus 
hannah (KUNALAN et al., 2012) e Crotalus durissus cumanesis (VARGAS et al., 2013) e 
evidenciam o potencial anti-microbiano,  da toxina.  
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Durante anos, a LAAO tornou-se de interesse para estudos biomédicos, por apresentar 
alguns efeitos biológicos opostos. Como mostra Stábeli et al. (2007) a LAAO isolada de 
Bothrops moojeni induz a agregação plaquetária, em plasma rico em plaquetas, de forma 
dose-dependente. Esses achados também foram reportados por Li et al. (1994), com a LAAO 
de Ophiophagus hannah, Wei et al. (2003) com a LAAO de Trimeresurus mucrosquamatus, 
Stábeli et al. (2004) com a LAAO de Bothrops alternatus, Wei et al. (2007) com a LAAO de 
Agkistrodon blomhoffi, Alves et al. (2008) com a LAAO de Bothrops atrox e Rodrigues et al. 
(2009) com a LAAO de Bothrops pauloensis. Dados da literatura mostram que a produção de 
H2O2 pela LAAO pode promover a síntese de tromboxano A2 pela via da ciclooxigenases (LI 
et al., 1994), assim o H2O2 pode atuar de forma oxidativa sobre as plaquetas, causando sua 
ativação (STÁBELI et al., 2007). 
Contudo, outros estudos demonstraram que a LAAO de Echis colorata (NATHAN et 
al., 1982), Agkistrodon halys pallas (LIU et al., 2002), Naja naja kaouthia (SAKURAI et al., 
2001), Agkistrodon halys blomhoffii (TAKATSUKA et al., 2001), Ophiophagus hannah (JIN 
et al., 2007) e Daboia russelii (ZHONG et al., 2009) inibiu a agregação plaquetária. Essa 
atividade inibitória da LAAO, deve-se a interferência do H2O2 nos receptores das plaquetas 
GPIIb/IIIa, pela reduzida ligação de seu agonista: ADP ou fibrinogênio (BELISARIO et al., 
2000; PIGNATELLI et al., 1998; SUHR; KIM, 1996; DU; CLEMETSON 2002). 
Outro importante efeito biológico da LAAO isolada de serpentes é a atividade antiviral 
e antiprotozoária. A LAAO de Trimeresurus stejnegeri mostrou atividade de inibição e anti-
replicação do vírus HIV-1, de forma dose-dependente, no entanto, quando adicionou-se H2O2 
exógeno, não houve atividade anti-viral (ZHANG et al., 2003). Um provável mecanismo de 
ação anti-HIV, envolve interação da enzima com a superfície da célula que ajuda a gerar altas 
concentrações locais de H2O2, desencadeando uma ativação celular, resultando na inibição da 
infecção (TAN; FUNG 2008). 
As LAAOs, isoladas de venenos serpentes, atuam sobre protozoários, como a 
Leishmania sp, segundo estudos realizados por Tempone et al. (2001). Neste estudo, os 
autores mostraram que a LAAO isolada do veneno de Bothrops moojeni apresentou efeito de 
inibição de crescimento sobre Leishmania amazonensis. Do mesmo modo, a LAAO isolada 
do veneno de Crotalus durissus cascavella (TOYAMA et al., 2006), também  inibiu o 
crescimento de Leishmania amazonensis, assim como a LAAO de Bothrops pirajai que, 
também, inibiu o crescimento das promastigotas de Leishmania donovani, Leishmania 
brasiliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania major (IZIDORO et al., 2014) e, a de 
Bothrops marajoensis que inibiu o crescimento de promastigotas de Leishmania chagasi e 
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Leishmania amazonensis de forma dose dependente (COSTA et al., 2010). O efeito 
leishmanicida observado com as LAAOs isoladas de venenos de serpentes pode ser atribuído 
ao estresse oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogênio nos protozoários, gerando uma 
atividade proteolítica nos mesmos (IZIDORO et al., 2006) e, subsequente distúrbios na 
função mitocondrial, devido ao aumento da concentração de cálcio intracelular (MOREIRA et 
al., 1996). A ação tóxica da LAAO também foi observada sobre Trypanosoma cruzi. Neste 
caso, a LAAO isolada do veneno de Bothrops moojeni e de Bothrops jararacussu mostraram 
ação citotóxica sobre o protozoário, inibida pela adição de catalase (FRANÇA et al., 2007). 
Do mesmo modo, observou-se o efeito tóxico da LAAO de Bothrops moojeni sobre o 
Trypanosoma cruzi de forma dose dependente (STÁBELI et al., 2007). 
Outra característica funcional importante das LAAOs isoladas de venenos é sua ação 
citotóxica sobre diversas linhagens celulares humanas, como: células endoteliais vasculares 
(TORII et al., 1997), células embrionárias do rim 293T (TORII et al., 2000), células pró-
mielocíticas HL-60 (STÁBELI et al., 2007), células monocíticas MM6 (ALI et al., 2000), 
células tumorais de mama MCF-7(COSTA et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2015),  células 
neoplásicas de fígado HepG2 (GUO et al., 2015) e células de linhagem prostática PC-3 ( LEE 
et al., 2014). Ainda exerce efeito sobre células tumorais murinas: leucemia linfocítica L1210 
(SUHR; KIM, 1996), melanoma B16/F10 e sarcoma S180 (AHN et al., 1997; GU et al., 2012; 
COSTA et al., 2014). Além da ação tóxica sobre células, também foi observado que a LAAO 
isolada do veneno de Bothrops moojeni apresentou atividade contra tumores de Ehrlich de 
forma dose dependente (STÁBELI et al., 2007; VIEIRA SANTOS et al., 2008). O efeito 
tóxico da LAAO sobre estas células é creditado ao H2O2, gerado durante a reação enzimática 
(PONNUDURAI et al., 1994). Visto que as membranas de células tumorais apresentam 
concentrações mais altas de lípidos do que as células normais, especula-se que o peróxido de 
hidrogênio produzido pela LAAOs exerca uma ação sobre a membrana dessas células, com 
menor toxicidade sobre as células normais (LEE et al., 2002). Adicionalmente, Paiva et al. 
(2011) evidenciaram que a LAAO pode desestabilizar o estado do ciclo celular das células 
cancerosas. A análise por citometria de fluxo, das células HL-60, mostrou que a LAAO 
isolada do veneno de Bothrops atrox, nas concentraçoes de 25 e 50 µg/mL, impediram as 
células de saírem da fase G0/G1. Do mesmo modo, a LAAO isolada do veneno de Naja Naja 
atra, inibiu o crescimento das células de tumores sólidos por bloquear a transição celular da 
fase S para a G2 (CHEN et al., 2009). Esses efeitos podem ser atribuídos à produção de H2O2 
que é permeável à membrana plasmática, e assim capaz de interferir em ácidos nucleicos e 
proteínas e causar danos no ciclo celular (FINDRIK et al., 2006). Além disso, DiPietrantonio 
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et al. (1999) observou o aumento na atividade de caspase 3 em células HL-60 expostas ao 
peróxido de hidrogênio exógeno, o qual pode induzir a expressão de Fas (“receptores de 
morte”) em células humanas endoteliais (SUHARA et al., 1998). Recentemente Burin et al., 
(2016) mostratam que a LAAO de Calloselasma rhodostoma promoveu a apoptose de células 
mielóides leucêmicas por induzir a atividade das caspases 3,8 e 9. 
Evidências mostraram a capacidade da LAAO, isolada do veneno de Calloselasma 
rhodostoma , em ativar neutrófilos humanos in vitro, por estimular a produção de citocinas 
pró-inflamatórias como IL-8 e TNF-α, além de induzir a produção de ânion superóxido e 
peróxido de hidrogênio, assim como a formação de redes de neutrófilos (NETs) (PONTES et 
al., 2014). 
As LAAOs ofídicas estão revelando, cada vez mais efeitos biológicos, demonstrando o 
grande potencial dessas proteínas. Estudos de caracterização estrutural e funcional dessa 
classe de enzima serão importantes, tanto do ponto de vista de compreensão do seu 























1.2 A SERPENTE Calloselasma rhodostoma 
 
A Calloselasma rhodostoma, antigamente conhecida como Agkistrodon rhodostoma 
(Figura 3) é uma serpente terrestre, encontrada no sul do Vietnã, Laos Tailândia e Camboja. 
Abrange também toda a borda do oeste da Malásia, por isso o nome de “Jararaca da Malásia” 
(GLOYD; CONANT, 1990).  
Estas regiões são afetadas, devido a alta densidade populacional e intensa atividades 
agrícolas (CHIPPAUX, 1998), sendo a serpente Calloselasma rhodostoma a principal 
causadora de envenenamento, na qual abrange uma larga faixa de distribuição geográfica 
(SAWAI et al., 1972). 
 
 
Figura 3. Serpente: Calloselasma rhodostoma 
Fonte: www.venimologia.kazeo.com 
 
Os envenenamentos causados por essa serpente não chegam a ser fatais, no entanto 
muitas vítimas apresentam permanentes (WARRELL et al., 1986).  
A serpente exibe uma variedade de cores que vão do marrom ao cinza e também 






1.3 NEUTRÓFILOS – ASPECTOS GERAIS 
 
Os neutrófilos são os leucócitos mais numerosos do sangue periférico, sendo 
classificados como granulócitos polimorfonucleares e constituem cerca de 60 a 70% do total 
de leucócitos circulantes (LAGRANHA et al., 2008; CARLO et al., 2001). 
Morfologicamente, os neutrófilos apresentam-se com o tamanho de aproximadamente 12 a 15 
µM de diâmetro, nucléolo ausente e presença de grânulos citoplasmáticos (KUIJPERS, 2001) 
os quais podem ser classificados em grânulos primários ou azurófilos, grânulos secundários 
ou específicos (Figura 4) e grânulos terciários (FAURSCHOU; BRREGAARD 2003 ). 
 
Figura 4. Microscopia eletrônica de um neutrófilo.  
Observa-se os grânulos azurófilos ou primários (gp) (maiores e densos) e os grânulos secundários ou específicos 
(gs). O núcleo segmentado (N), mitocôndria (m) e centríolos (ce).  
Fonte: WITKO-SARSAT et al., 2000. 
     
Os grânulos primários ou azurófilos aparecem quando os neutrófilos encontram-se no 
estágio de promielócitos e, caracterizam-se por possuírem mieloperoxidase, serinoprotease 
(FOURET et al., 1989), elastase (DAMIANO et al., 1988), catepcina G e defensinas (PHAM, 
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2006). No estágio de metamielócitos, os grânulos secundários ou específicos começam a se 
formar, e caracterizam-se por possuírem lactoferrina, colagenase (WITKO-SARSAT et al., 
2000), lisozima, gelatinase e fosfatase alcalina (BORREGAARD et al., 1993), seguido dos 
grânulos terciários que possuem gelatinase e metaloproteinase (DELCLAUX et al., 1996; 
PHAM, 2006). Além desses três tipos de grânulos, os neutrófilos possuem vesículas 
secretoras que são responsáveis pelo armazenamento e expressão de moléculas de adesão, tais 
como CD18, CD66, CD67, além de receptores, TNFR1 e 2, MyD88, fMLP, TLR-1, -2, -4, -6, 
-8 e, de proteínas bactericidas como as defensinas, lisozimas e mieloperoxidase 
(BORREGAARD et al., 2007; HAGER, 2010). Seu núcleo apresenta segmentos constituídos 
de cromatina púrpura e densa com 3 a 5 lóbulos interligados (JOHNSON et al., 1992).  
Os neutrófilos são constantemente produzidos e armazenados na medula óssea e 
liberados na corrente sanguínea, com uma vida média na circulação de 6-7 horas 
(RODRIGUES, 2012). Contudo, quando ativados migram para os tecidos, e aumentam o 
tempo de vida para 2 a 6 dias (CASSATELA, 2003; MONCH, 2005; PILLAY et al., 2010). 
Fazem parte da resposta imune inata (KUMAR; SHARMA 2010) e formam uma das 
primeiras linhas de defesa, respondendo rapidamente a estímulos quimioatrativos 
(KAUFMANN et al., 2006; BORREGAARD, 2010; KOLACZKOWSKA, 2010). Seu 
recrutamento para o sítio lesado ou infeccioso é um dos mecanismos cruciais de defesa do 
hospedeiro contra os agentes patológicos (LEHRER et al., 1988; KOLACZKOWSKA, 2010). 
A quimiotaxia constitui em um importante processo da resposta imune, pelo qual as células 
migram para o sítio infeccioso, inflamatório, fisiológico, como no caso de embriogênese, e 
câncer, em caso de metástases (HAYNES; KIM, 2012). Os neutrófilos são guiados por 
moléculas sinalizadoras chamadas quimioatrativos que não apenas os direcionam como 
também ativam essas células (MOSER et al., 2004). A maioria dos quimioatrativos, atuam via 
receptores acoplados a proteína G (GPCR) (DEVALARAJA; RICHMOND, 1999; 
GAMBARDELLA; VERMEREN, 2013). São expressos na superfície celular e possuem uma 
estrutura característica de sete domínios α-helicoidais transmembrana acoplados à proteína G. 
De acordo com os mediadores envolvidos na resposta celular, os receptores dividem-se em 
cinco grupos: receptores para fMLP (MIGEOTTE et al., 2006), PAF, LTB4, C5a 
(YOKOMIZO et al., 1997; RABIET et al., 2007; LEE et al., 2008) e quimiocinas da família 
CXC, principalmente receptores CXCR1 e CXCR2 e, para IL-8 (PREMACK; SCHALL, 
1996; JOHNSTON et al., 1999).  
As proteínas G são moléculas heterotriméricas, formadas por três polipeptídios 
distintos, α, β e γ e, assim designadas por interagir com grupos guanílicos guanosina difosfato 
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(GDP) e guanosina trisfofato (GTP) (MOURA; VIDAL, 2011), sendo a subunidade α ligada a 
guanosina difosfato. Quando ativadas, as subunidades Gβγ são liberadas em decorrência da 
formação do complexo GTP-Gα (FUTOSI et al., 2013). De acordo com o tipo de subunidade 
α, apresenta diferentes tipos de proteínas G. Se a subunidade α for do tipo αs, será denominada 
proteína G estimulatória (Gs), que catalisa a formação de 3’-5’ adenosina monofosfato cíclico 
(AMPc) ativando a proteína cinase dependente de AMPc (PKA) (OKA et al., 2009; FUTOSI 
et al., 2013). Por outro lado, se a ativação for pela subunidade αi, ocorrerá a inibição (Gi) da 
enzima adenilato-ciclase (GUILLARD et al., 2003). Além disso, a proteína Gq está envolvida 
na ativação da enzima fosfolipase C (PLC) que degrada o fosfatidil inositol 4,5 bifosfato 
(PIP2) presente nas membranas celulares em 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) e 1,2 
diacilglicerol (DAG), responsáveis pela ativação de proteina quinase C (PKC) e aumento de 
cálcio citoplasmatico (CABRERA-VERA et al., 2003). Tanto as vias, AMPc quanto as PLC 
participam indiretamente da resposta motora dos neutrófilos através de seus produtos PKA e 
PKC (MAXFIELD, 1993; GUO; YANG, 2006;), assim a mobilização da fosfoinositol 3-
cinase (PI3K) e a produção de PIP3 (fosfatidilinositol-trifosfato) desempenham um papel 
chave na sinalização da motilidade dos neutrófilos, devido a sua relação com os filamentos de 
actina e proteínas tirosina cinases (JANETOPOULOS; FIRTEL 2008).  
As MAPKs são serina-treonina cinase e medeiam sinais reguladores nas células, sendo 
elas p38, ERK e a JNK. A MAPK p38 é composta por quatro isoformas: p38α, p38β, p38γ e 
p38δ, sendo que a MAPK p38α é a mais envolvida na resposta inflamatória (ONO; HAN 
2000; MALEMUD, 2007). Diversos estudos mostram que a MAPK p38 é umas das principais 
vias de sinalização envolvida na quimiotaxia de neutrófilos (CARA et al., 2015; KIM et al., 
2013; XU et al., 2013) promovendo sua mobilização para dentro do vaso, migração e 
direcionamento (GUO; YANG, 2006; XU et al., 2013). Além disso, a família MAPK p38 está 
envolvida na resposta inflamatória, desempenhando um importante papel na produção de 
citocinas: TNF- α, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e IL-8 (CUEDA; ROUSSEAU 2007; 
CARGNELLO; ROUX 2011) na indução de COX-2 (GUAN et al., 1998) e na regulação da 
proteína tensora PTEN (SHEN et al., 2006; XU et al., 2013; KIM et al., 2013). Ainda, as 
MAPKs são capazes de ativar o fator de transcrição nuclear kappa B (NFκB), que regula a 
transcrição e síntese de várias proteínas envolvidas na dor e inflamação (GHOSH et al., 1998; 
GOEBELER et al., 2001).  
 Ao entrarem em contato com o agente agressor, os neutrófilos são capazes de eliminar 
diversos patógenos, restos de tecidos, por meio do processo de fagocitose, e consequente 
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liberação de espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio além da produção e liberação de 
citocinas (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). 
A fagocitose é um processo de internalização que é acompanhado de múltiplos 
mecanismos de sinalização que coordenam os rearranjos do citoesqueleto, a extensão da 
membrana citoplasmática e o envolvimento da partícula (ALLEN; ADEREM, 1996). O 
englobamento do patógeno pelo neutrófilo é geralmente acompanhado de sinalização 
inflamatória e ativação de mecanismos microbicidas, que pode ser mediado diretamente pelo 
reconhecimento de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs) ou, 
indiretamente, através de opsoninas (IgG ou componentes do sistema complemento) 
(FLANNAGAN et al., 2009; DIACOVICH, 2010). A ativação do processo de fagocitose 
estimula nos neutrófilos uma explosão respiratória, referida como “burst” oxidativo, a qual é 
caracterizada pelo aumento do consumo de oxigênio, aumento da glicólise anaeróbica e 
geração de radicais livres, derivados do oxigênio (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-
VALIM, 1997). Esta explosão respiratória foi descrita pela primeira vez por BALDRIDGE; 
GERARD em 1933 e, anos mais tarde, foi constatado que a ativação da NADPH oxidase era 
responsável pelo “burst” respiratório nos neutrófilos (SERRA et al., 1988). 
A NADPH oxidase é o complexo mais importante para a produção de espécies 
reativas do oxigênio (EROs) em fagócitos (ABO et al.,  1994). Sua estrutura é relativamente 
complexa e quando não está estimulada, três dos seus componentes estão distribuídos no 
citoplasma (p40 phox, p47 phox, p67 phox) e os outros dois (p22 phox e gp91 phox) fazem parte de 
proteínas integrais de membrana, que juntas formam o citocromo b558, caracterizado como o 
núcleo catalítico do complexo enzimático. Contudo, existem ainda as proteínas G (Rac 2 e 
Rap 1 A) que auxiliam na ativação da enzima (BABIOR, 1999; LAMBETH et al., 2007). Em 
resposta a estímulos apropriados, o complexo constituído pelas subunidades citosólicas 
migram do citosol para a membrana plasmática e associam‐se ao citocromo b558 (BABIOR, 
1999; MINAKAM; SUMIMOTO, 2006). 
Uma vez formado o complexo enzimático da NADPH, os elétrons são transferidos 
para o oxigênio molecular, resultando na geração de ânion superóxido (O2
-) (YU et al., 1999). 
O ânion superóxido pode ser dismutado a peróxido de hidrogênio (H2O2), de forma 
espontânea ou pela superóxido dismutase (SOD), e pode ser convertido em água pela catalase 
ou, ainda, pode reagir com a mieloperoxidase (MPO), que em presença de íons haletos, 
formam o ácido hipocloroso (HOCL) (MARZOCCHI-MACHADO; LUCISANO-VALIM 
1997; BARDOEL et al., 2014). Ainda, o “burst” respiratório gera duas outras espécies 
reativas: o óxido nítrico (NO), que é um gás inorgânico e incolor, constitui um dos mais 
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importantes mediadores de processos intra e extracelular, desempenhando um papel 
importante na manutenção do tônus vascular, regulação da pressão sanguínea, prevenção da 
agregação plaquetária (DUSSE et al., 2003), e neurotransmissão (DOWNEN et al., 1999) e, o 
oxigênio “singlet” (1 O2) que é formado na dismutação do ânion superóxido e possui um 
elétron fora do seu estado fundamental, tornando-o altamente reativo (MARZOCCHI-
MACHADO; LUCISANO-VALIM, 1997). 
No entanto, as EROs podem ser formadas por mecanismos independentes de NADPH-
oxidase, por meio da mitocôndria, no qual aproximadamente 1 a 2% dos elétrons conduzidos 
ao longo dos complexos enzimáticos, que integram a cadeia respiratória mitocondrial, 
escapam reduzindo o oxigénio a O2
-
, que é captado e convertido a H2O2 pela superóxido-
dismutase (SOD) dependente de magnésio. A produção de O2
-
 nas mitocôndrias ocorre 
predominantemente no complexo I (NADH desidrogenase) e no complexo III (do ubiquinol-
citocromo c oxidoredutase) (RIBEIRO et al., 2005). 
Concomitantemente ao processo de formação das EROs, ocorre a produção de 
citocinas, que desempenham um importante papel na interação celular, controlam a evolução 
da resposta inflamatória, recrutam células efetoras e possuem ação autócrina, endócrina, 
parácrima e pleotrópica (SHERWOOD; TOLIVER- KINSKY, 2004). Dentre as citocinas, a 
interleucina-1 (IL-1) é uma das mais importantes mediadoras da inflamação e, é 
primeiramente produzida por monócitos e macrófagos ativados (VAN DER MEER et al., 
1994; ESTROV et al., 1995). Está envolvida na inflamação aguda e crônica e é essencial na 
resposta do hospedeiro à infecção (NETEA et al., 2015). Diversas atividades pro-
inflamatórias tem sido atribuídas a IL-1, tais como aumento do fluxo sanguíneo no local da 
injúria, febre, produção de mediadores solúveis, aumento da expressão de moléculas de 
adesão (ROSENBERG e GALLIN 1999) e aumento da citotoxicidade de células fagocíticas 
frente à presença de bactérias ou vírus (FORTE, 2004). A IL-1 está associada à sepse, 
disfunções orgânicas (PUGIN, 2006), aterosclerose (GAWAZ et al., 2000) e está presente em 
modelos de injúria cerebral (THORNTON et al., 2006). 
Outra citocina importante é a interleucina-6 (IL-6). Esta citocina também é produzida 
por linfócitos T, células endoteliais, monócitos e fibroblastos (ROSENBERG; GALLIN 1999) 
e, segundo Johnson et al., (1998) aumenta o potencial citotóxico dos neutrófilos, por induzir a 
liberação de elastase além de promover a diferenciação dos monócitos. A IL-6 está associada 
à hipertensão (CHAE et al., 2001), a lesões ateroscleróticas (AMAR et al., 2006) e promove a 
produção e liberação de proteína C reativa pelos hepatócitos (YAMAZAKI et al., 2005). 
Ainda, durante a reação inflamatória retarda a apoptose de neutrófilos e aumenta a capacidade 
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de produção de superóxido por essas células (BIFFL, 1996). Recentemente esta citocina foi 
associada à progressão do câncer, distúrbios metabólicos como a obesidade e diabetes mellitus 
tipo-2 (MAUER et al., 2015). 
A interleucina-8 (IL-8) é uma citocina fundamental no recrutamento e ativação dos 
neutrófilos, produzida por monócitos, macrófagos, fibroblastos, células endoteliais e 
neutrófilos (CHALY et al., 2000). Durante a inflamação é capaz de atuar sobre os neutrófilos, 
estimulando a degranulação, a adesão às células endoteliais, a produção de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) e a quimiotaxia (HAMMOND et al., 1995). A IL-8 se liga ao neutrófilos 
através do receptor CXCR1 (SOZZANI et al., 1994).  
O TNF-α foi descrito originalmente nos anos 70, como um mediador de necrose 
induzido por lipopolissacarídio (CARSWELL et al., 1975). É uma citocina pró- inflamatória, 
que regula a proliferação celular, diferenciação, apoptose (MOURA et al., 2001) e induz a 
febre, assim como a IL-1 (ROSENBERG ; GALLIN 1999). Estudos in vitro, indicam que o 
TNF-α aumenta a expressão de moléculas de adesão CD11b/CD18 sobre neutrófilos, aumenta 
adesão ao endotélio (GAMBLE et al., 1985) e promove a degranulação e fagocitose 
(KLEBANOFF et al., 1986). Também apresenta um papel tumoricida e tumorestático in vitro 
e in vivo (CARSWELL et al., 1975). O TNF-α atua como o principal mediador da resposta 
imune do hospedeiro às bactérias gram-negativas (WARZOCHA et al., 1995) e está 
envolvido diretamente na patogênese da caquexia (DINARELLO, 1991) e, em pacientes com 
câncer, de diferentes etiologias, observam-se concentrações séricas elevadas de TNF-α 
(COSKUN et al., 2003). Segundo alguns autores, altas concentrações de TNF- leva a perda 
de massa e força muscular por sua ação catabólica (ROUBENOFF, 2003; PENNIX et al., 
2004). 
Dentre os mediadores lipídicos da inflamação, as prostaglandinas possuem papel de 
destaque (FERREIRA et al., 1978). A prostaglandina E2 (PGE2) é um dos principais produtos 
encontrados nos locais de inflamação e atua no fluxo sanguíneo, edema e dor (GIULIANO; 
WARNER, 2002). É produzida por muitos tipos celulares tais como, fibroblasto, macrófagos 
e neutrófilos (HARRIS et al., 2002) e regula a infiltração celular para o local inflamado 
(DENISON et al., 1998; SCANDELLA et al., 2015), atuando no controle do fluxo sanguíneo 
e dilatação dos vasos, essenciais para que ocorra a firme adesão celular e diapedese 
(WILLIAMS et al., 1977). As prostaglandinas são mediadores lipídicos gerados à partir do 
metabolismo de ácidos graxos que possuem 20 átomos de carbono e três, quatro ou cinco 
duplas ligações (SMITH et al., 1996), fazem parte de um grupo denominado genericamente 
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de eicosanóides, que englobam também as tromboxanas e leucotrienos (LARSEN; HENSON  
1983). 
Durante a inflamação, as PGE2 promovem vasodilatação, iniciam o aumento da 
permeabilidade vascular causado pela histamina e bradicinina e, estão envolvidas no 
fenômeno da dor (MILLS et al., 1993; PORTANOVA et al., 1996; GERRITSEN, 1996) por 
aumentar a excitabilidade nas vias neuronais de transmissão da dor através da despolarização 
de neurônios da medula espinhal (BABA et al., 2001). 
A síntese de prostaglandinas é desencadeada por estímulos físicos, químicos ou 
biológicos e é regulada por enzimas denominadas de prostaglandina endoperóxido sintetase 
ou ciclooxigenase (COX), com pelo menos duas isoformas descritas, COX-1 e COX-2 
(MORITA et al.,1995). Estas enzimas metabolizam o ácido araquidônico que é produto da 
clivagem de fosfolipídios de membranas celulares pela ação da fosfolipase A2 (DURSTIN et 
al., 1994). A COX- 1 é expressa de forma constitutiva nas células e é responsável pela 
formação dos prostanóides em condições fisiológicas, manutenção da perfusão renal e tem um 
papel na proteção da mucosa gástrica contra ulceração. Por outro lado, a COX 2 é induzida 
por citocinas e fatores séricos durante a inflamação (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998) e está 
envolvida na regulação da diferenciação e crescimento celular (APPLETON et al., 1996) além 
de contribuir para o desenvolvimento de lesões crônicas (VANE et al., 1998). A descoberta da 
COX-2, assim como o estabelecimento de sua estrutura permitiu o desenvolvimento de 
inibidores seletivos desta enzima, denominados de COXIBs, com ação anti-inflamatória, mas 
com reduzida toxicidade gastrintestinal e renal (WANG: DUBOIS, 2010). No entanto, o uso 
dessa droga é restrito e deve-se ter cautela na administração em para pacientes que já possuem 
histórico de doenças cardiovasculares (MCADAM et al., 1999; NUSSMEIER et al., 2005). 
Assim como as prostaglandinas, os leucotrienos (LTs) são mediadores lipídicos 
derivados do metabolismo do ácido araquidônico (AA). Uma vez liberado, o AA presente na 
membrana celular, sob a forma esterificada é clivado pelas PLA2s e metabolizado 
rapidamente pela 5-lipoxigenase (5-LO), a qual migra do citosol para o envelope nuclear e 
interaje com a proteína ativadora da 5-LO (FLAP). Assim, a 5- LO insere oxigênio na 
molécula do AA, levando a formação do ácido hidroperoxieicosatetraenóico (5-HPETE) e, 
posteriormente, à formação de LTA4, que pode ser hidrolisado pela enzima LTA4 hidrolase, 
formando o  LTB4 (ZSCHALER; ARNHOLD 2016). 
O LTB4 atua como um potente quimioatraente para leucócitos no início da reação 
inflamatória (AFONSO et al., 2012), estimula a expressão da integrina CD11b/CD18 na 
superfície de neutrófilos (VAN PELT et al., 1997) e monócitos (VADDI; NEWTON, 1994).  
28 
 
Além disso, é responsável pelo aumento da capacidade microbicida, fagocítica e de 
degranulação (CHEN et al.,2006a) e, atua  de forma parácrina (KANNAN, 2002), estimula a   
a síntese e liberação de citocinas pró-inflamatóras, amplificando a resposta inflamatória 
(CHOU et al., 2010). 
Adicionalmente, outra função de neutrófilos foi relatada na literatura. A formação das 
redes extracelular de neutrófilos (NETs), ou seja, teias compostas de cromatina e de proteínas 
dos grânulos, formadas quando o neutrófilo é ativado proporcionando ao local de injúria altas 
concentrações de moléculas microbicidas (BRINKMANN et al., 2004; BRINKMANN & 
ZYCHLINSKY, 2007).  
Estas teias servem como armadilhas para prender e confinar microrganismos tais como 
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Eimeria bovis, Eimeria arloingi, Leishmania 
amazonensis, Leishmania chagasi, Leishmania donovani e Leishmania major (BAKER et al., 
2008; GABRIEL et al., 2010; BEHRENDT et al., 2010; ABI ABDALLAH et al., 2011; 
GUIMARAES-COSTA et al., 2012), e atuam como barreira física (MCCORMICK et al., 
2010) evitando assim a disseminação do microrganismo pelo organismo do hospeiro. A 
NETose é um processo ativo de liberação de cromatina nuclear (BRINKMANN et al., 2004). 
Durante a ativação dos neutrófilos ocorre a migração da elastase para o núcleo, degradando 
parcialmente as histonas promovendo a descondensação da cromatina auxiliada pela 
mieloperoxidase (MPO), fenômeno considerado fundamental para formação das NETs 
(VILLANUEVA et al., 2011). 
Apesar do seu papel benéfico, a formação exagerada de NETs está implicada em 
patologias, como disfunção em diversos órgãos que pode ser acompanhada de sepse (VAN 
DEN BERG; REITSMA, 2011; SAFFARZADEH et al., 2012; VILLANUEVA et al., 2011) e, 
recentemente, a liberação de redes de neutrófilos foram associadas à metástase hepática 
(COOLS-LARTIGUE et al., 2013). 
Atualmente não existe nenhum estudo mostrando o efeito da LAAO sobre a liberação 
de NETs por neutrófilos. Neste contexto, vale mencionar que os neutrófilos, devido às várias 
funções que desempenham, constituem importantes modelos experimentais para a 







2.1 OBJETIVO GERAL 
 
            O objetivo deste trabalho foi demonstrar o possível mecanismos de ação da L-
aminoácido oxidase (LAAO) isolada do veneno da serpente Calloselasma rhodostoma sobre 
neutrófilos humanos por meio de ensaios in vitro. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Avaliar a quimiotaxia de neutrófilos in vitro e a participação da via de 
sinalização da p38 MAPK e PI3K, 
2. Avaliar a liberação de espécies reativas do oxigênio, 
3. Avaliar a capacidade fagocítica, 
4. Avaliar a liberação de mieloperoxidase, 
5. Avaliar a produção dos mediadores lipídicos PGE2 e LTB4, 
6. Avaliar o perfil de citocinas liberadas (IL-6 e IL-8), 
7. Avaliar a formação de NETs, 




          
















A LAAO foi fornecida pelo Dr. Andreimar M. Soares do Centro de Estudos de 
Biomoléculas Aplicadas à Saúde (CEBio) da Fundação Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-Rondônia) 
e Universidade Federal de Rondônia (UNR). Até o momento de sua utilização a LAAO foi 
mantida a 4ºC cujas autorizações para atividades com finalidade científica são: Instituto Chico 
Mendes de Conservação da Biodiversidade – ICMBio. Sistema de Autorização de 
Conservação da Biodiversidade- SISBIO IBAMA: 27131-2. CGEN n° 010627/2011-1. 
 
3.2 ENSAIO DA ATIVIDADE DA L-AMINOÁCIDO OXIDASE 
 
Este ensaio foi realizado, segundo Torii et al. (1997) com modificações, antes de cada 
experimento para verificação da atividade da enzima LAAO. Para tanto, foram utilizados 10 
μg de toxina (0,01 mL) adicionados ao tampão de solução substrato, contendo: Tris-HCl 50 
mM, pH 8,0, L-leucina 5 mM, peroxidase (5 U/mL) e - fenilenodiamina 2 mM.  A reação foi 
interrompida utilizando uma solução de ácido cítrico a 10%. Em seguida, mediu-se a 
absorbância em espectrofotômetro em comprimento de onda de 490nm. 
 
3.3 OBTENÇÃO DE NEUTRÓFILOS HUMANOS 
 
Os neutrófilos humanos foram obtidos pelo método de gradiente de densidade 
utilizando Hystopaque-1077® (PONTES et al., 2014). Para tanto, os neutrófilos humanos 
foram coletados de doadores sadios com idade entre 18 a 40 anos, excluídos os doadores que 
apresentavam qualquer tipo de infecção ou inflamação ou em processo de tratamento 
medicamentoso com antibióticos e anti-inflamatórios, segundo aprovação do estudo pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Medicina Tropical de Rondônia (CEP Número de 
protocolo 108/2010). Em seguida, foi realizada a assepsia local com algodão embebido em 
álcool 70% e o sangue coletado à vácuo em tubos heparinizados. Após a coleta, o sangue dos 
doadores foi diluído na proporção de 1/1(v/v) em tampão fosfato-salina (PBS, 14 mM; NaCl, 
2 mM NaH2PO4H2O 7mM) pH 7,4. Para a separação de leucócitos, adicionou-se Histopaque 
1077® aos tubos e, logo após, o sangue diluído foi adicionado, cuidadosamente, sobre o 
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reagente. Após a centrifugação a 400xg por 30 minutos, os neutrófilos foram coletados da 
parte inferior do tubo, juntamente com as hemácias e transferidos para outro tubo. A lise de 
hemácia foi realizada com o tampão de lise (NH4CL 0.15 M; KHCO3 0,01 M; Na2 EDTA 
0.0001 M), homogeneizados e submetidos a uma temperatura de -8ºC por 5 minutos, seguido 
de nova centrifugação. O sobrenadante foi descartado e nova lise foi realizada e, o 
procedimento repetido por três vezes. Ao final, os neutrófilos foram lavados com PBS por três 
vezes. A seguir, uma alíquota de neutrófilos isolados foi usada para a determinação do 
número de neutrófilos totais em hemocitômetro de Neubauer, em microscópio de luz, após 
diluição (1:20, v/v) em líquido de Turk (cristal violeta 0,2% em ácido acético 30%). O grau de 
pureza dos neutrófilos (> 95%) foi confirmado por características morfológicas e de 
coloração, em esfregaços celulares corados com kit de coloração Panótico (Newprov, BR) e 
por marcação com anticorpo anti-CD66b FITC para detecção por citometria de fluxo 
(MANNONI et al., 1982). 
 
3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR EXCLUSÃO DO AZUL DE TRIPAN 
 
Os neutrófilos, obtidos como descrito no item 3.3, foram suspensos em meio de 
cultura RPMI, suplementado com gentamicina (100 µg/mL), L-glutamina (2mM) e 10% de 
soro fetal bovino, de modo a obter-se 2x105 células. A seguir, as células foram incubadas, em 
duplicata, com RPMI (controle negativo), Triton X100 (controle positivo), ou LAAO nas 
concentrações de 12,5, 25, 50 e 100 µg/mL por 12 horas, a 37°C, em atmosfera a 5% de CO2. 
Para o teste de viabilidade, 20 µL de solução de azul de Tripan (0,1%) foram adicionados a 
100 µL de suspensão de neutrófilos. O índice de viabilidade foi determinado por contagem de 
células viáveis em hemocitômetro de Neubauer, ao microscópio de luz, num total de 100 
células. Os resultados foram expressos em porcentagem de células viáveis em relação ao 
número total de células. 
 
3.5 QUIMIOTAXIA EM PLACA TRANSWELL 
 
A capacidade dos neutrófilos migrarem através de um filtro em resposta estímulos foi 
avaliada por meio da utilização de membrana de policarbonato (Transwell, Corning) com 
poro de 8 μm e diâmetro de 6,5 mm. Para isso, foram adicionados 200 µL contendo 1x106 
neutrófilos na parte superior da membrana e, na parte inferior foram adicionados, RPMI 
(controle negativo) ou FMLP 500 ng/mL (controle positivo) (COOPER et al., 1995) ou 
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LAAO, nas concentrações de 50 e 100 μg/mL, na sua forma nativa e inativa. Após 3 horas, 
uma alíquota da parte inferior da placa foi utilizada para a determinação do número de 
neutrófilos em hemocitômetro de Neubauer, em microscópio de luz, após diluição (1:20, v/v) 
em líquido de Turk. O resultado foi expresso em números de células migradas/mL. 
 
3.5.1 Modulação farmacológica da quimiotaxia 
 
Para avaliar as diferentes vias de transdução de sinal envolvidos na quimiotaxia de 
neutrófilos, as células (1x106) foram tratadas com 500 nM de wortmanina, um inibidor da 
PI3K, durante 15 minutos (THELEN et al., 1994; CAPODICI et al., 1998;) ou, 15 uM de SB 
202190, um inibidor da p38 MAK, durante 30 minutos (PUIGSERVER et al., 2001; 
LOKUTA; HUTTENLOCHER, 2005), antes da adição da LAAO em diferentes 
concentrações. As células do controle foram tratadas com a mesma concentração do veículo, 
no qual o inibidor foi diluído. 
 
3.6 ATIVIDADE FAGOCÍTICA POR NEUTRÓFILOS HUMANOS 
 
Para este ensaio, os neutrófilos foram isolados como descrito no item 3.3. Em seguida, 
as células foram suspensas em meio de cultura RPMI, de modo a obter-se (2x105) células. 
Posteriormente, os neutrófilos foram incubados com RPMI (controle negativo), LPS 1μg/mL 
(controle positivo), PMA 500 ng/mL (controle positivo) ou LAAO, nas concentrações de 25, 
50 e 100 µg/mL, juntamente com partículas de zimosan (10 partículas por célula) por 3 horas, 
a 37°C, em atmosfera úmida a 5% de CO2. Em seguida, os neutrófilos foram 
citocentrifugados e corados com panótico. Foram contados 100 células em cada lâmina e os 
neutrófilos que apresentaram duas ou mais partículas internalizados foram considerados 
positivos. Os resultados foram expressos em porcentagem de células positivas para fagocitose. 
 
3.7 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DO OXIGÊNIO 
POR NEUTRÓFILOS HUMANOS 
 
Uma suspensão de neutrófilos (2x105) obtidas como descrito no item 3.3, e 
ressuspensas em solução de Hanks (CaCl2 1.26 mM; KCl 5.33 mM; KH2PO4 0.44 mM; 
MgCl2 0.50 mM; MgSO4 0.41 mM; NaCl 138 mM; NaHCO3 4.0 nM; Na2HPO4 0.30 mM; 
C6H12O6 5.60 mM, vermelho de fenol 0,03 mM) foram plaqueados em placas pretas 
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estéreis. Posteriormente, os neutrófilos foram incubados com Rotenona (10 uM), um inibidor 
de NADPH mitocondrial, por 90 minutos (HANDA et al., 2004). Após, foi adicionada a 
solução de Hanks (controle negativo), LPS 1μg/mL (controle positivo) ou LAAO, nas 
concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL. Após 3 horas de incubação, 100 μL de uma solução 
contendo o fluoróforo DCFDA (10 μM), diluída em solução de Hanks, foi adicionado seguido 
de nova incubação por 30 minutos, a 37°C, ao abrigo da luz. A leitura foi realizada com 
excitação de 485 nm e emissão de 528 nm (NAKAJIMA et al., 2009).  
 
3.8 LIBERAÇÃO DE MIELOPEROXIDASE 
 
 As células isoladas como descrito no item 3.3 foram suspensas em meio de cultura 
RPMI, de modo a obter-se 1x106 células. Posteriormente, os neutrófilos foram incubadas com 
RPMI (controle negativo), LPS 1 μg/mL (controle positivo), PMA 500 ng/mL (controle 
positivo) ou LAAO, nas concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL, por 4 horas, a 37°C, em 
atmosfera úmida a 5% de CO2. Após esse período de incubação, a placa foi centrifugada a 
1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e a determinação dos níveis de 
mieloperoxidase foi realizado em microplaca, no qual 50 μL da amostra foi adicionado a 100 
μL de TMB, que será oxidado na presença de mieloperoxidase (SUZUKI et al, 1983). A 
reação foi interrompida depois de 5 minutos com ácido súlfurico 2 N e a absorbância foi 
determinada por espectrofotômetro 450 nm e, os resultados confrontados a uma curva padrão 
efetuados com a mieloperoxidase recombinante. 
 
3.9 QUANTIFICAÇÃO DO MEDIADOR LIPÍDICO PGE2 E LTB4 
 
A suspensão de neutrófilos humanos coletados como descrito no iem 3.3, teve sua 
concentração ajustada para 2x105 células. Em seguida, os neutrófilos foram incubados com 
RPMI (controle negativo), PMA (controle positivo, 500 ng/mL) ou LAAO, nas concentrações 
de 25, 50 e 100 μg/mL, por 1 hora. O sobrenadante dessas incubações foi analisado por ensaio 
imunoenzimático específico (EIA) para a determinação das concentrações de PGE2 e de 
LTB4, utilizando Kit comercial (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Mi, USA). Em resumo, 100 
L das alíquotas de cada amostra foram incubadas com o eicosanóide conjugado a 
acetilcolinesterase e anti-soro específico de coelho, em placas de 96 poços, revestidas com 
anticorpos monoclonais de camundongos contra IgG de coelho. Após a adição do substrato, a 
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absorbância das amostras foi determinada em espetrofotômetro (Biotek) a 420 nm e a 
concentração do eicosanóide foi estimado a partir de uma curva padrão específica e 
representada em pg/mL. 
 
3.10  QUANTIFICAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE INTERLEUCINA-8 (IL-8) E 
INTERLEUCINA -6 (IL-6) 
 
A suspensão de neutrófilos humanos coletados como descrito no iem 3.3 teve sua 
concentração ajustada para 2x105 células. Em seguida, os neutrófilos foram incubados em 
placas de 96 poços (2x105 células/50 µL) com RPMI (controle negativo), PMA 500 ng/mL 
(controle positivo) ou LAAO, nas concentrações de 25, 50 e 100μg/mL, após 1 hora para IL-6 
e, 3 horas para IL-8. Em seguida, a placa foi centrifugada a 600 g por 5 minutos. O 
sobrenadante foi coletado e a determinação dos níveis de IL-8 e IL-6 foram determinadas 
conforme descrito por Shumaker et al (1988). Em resumo, placas de 96 poços (NUNC-
Maxisorp) foram sensibilizadas com 100 uL de anticorpo de captura anti-IL-8 (4μg/mL) ou 
anti-IL-6 (2μg/mL), diluídos em PBS, e incubadas por 18 horas, a 37°C. Após esse período, a 
placa foi lavada com tampão de lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS) e, os sítios livres, 
bloqueados com 200 μL de tampão de bloqueio (0,05% de Tween 20 em PBS contendo 1% de 
BSA) por 1 hora. Após a incubação, a placa foi lavada e, as amostras e o padrão adicionados e 
incubadados por 2 horas. Em seguida, a placa foi lavada e 100 μL de anticorpo de detecção 
anti-IL-8 (20 ng/mL) ou IL-6 (200 ng/mL) adicionado e incubado a temperatura ambiente por 
2 horas. Feita nova lavagem da placa e 100 uL de estrepatavidina conjugada a peroxidase foi 
adicionada seguida de incubação por 20 minutos, protegida da luz. Após esse período, a placa 
foi lavada e 100 μL de substrato cromógeno TMB adicionado seguida de incubação por 20 
minutos. Por fim, foi adicionado 50 μL de ácido sulfúrico (2 N) para interromper a reação. A 
absorbância foi determinada por espectrofotômetro a 540 e 450 nm, subtraindo uma leitura da 
outra e os resultados confrontados a uma curva padrão efetuada com IL-8 recombinante (2000 
a 31,25pg/mL) ou IL-6 recombinante (1000 a 15,62pg/mL), respectivamente. Os resultados 







3.11 QUANTIFICAÇÃO DA LIBERAÇÃO DE NETs POR NEUTRÓFILOS HUMANOS 
 
Para a determinação da liberação de NETs, os neutrófilos (2 x 105 células/100 L) 
foram incubados com RPMI (controle negativo), PMA 500ng/mL (controle positivo) ou 
diferentes concentrações de LAAO (12,5, 25, 50 e 100μg/mL) por 1, 3 e 6  horas a 37ºC, em 
atmosfera úmida com 5% de CO2. Após a incubação, 50 µL amostra, 50 µL de tampão TE 
com EDTA e 100 µL de quanti-reagente (iodeto de propídio) foram  adicionados em uma 
placa preta de 96 poços, específica para fluorescência, seguido de 15 minutos de incubação no 
escuro em temperatura ambiente. A fluorescência foi determinada em espectrofotômetro 
(excitação 528/20 nm e emissão 485/20 nm). A quantificação da liberação de NETs foi 
determinada através do kit picogreen dsDNA (Invitrogen). As concentrações de NETs foram 
calculadas utilizando-se DNA padrão. Os resultados foram expressos em ng/mL de DNA. 
 
3.12 IMUNOBLOTTING PARA P38 MAP QUINASE 
 
Os neutrófilos foram isolados como descrito no item 3.3. Posteriormente, foram 
suspensos em meio de cultura RPMI, de modo a obter-se 2x106 células. Em seguida, as 
células foram incubadas com RPMI (controle negativo), LPS 1 μg/mL (controle positivo), 
PMA 500 ng/mL (controle positivo) ou LAAO, nas concentrações de 50 e 100 µg/mL, por 40 
minutos, a 37°C, em atmosfera úmida a 5% de CO2. Após esse tempo, as células foram lisadas 
com tampão RIPA (30 µL) contendo inibidores de fosfatase e protease (Sigma Cocktail- 
1/100), homogeneizadas e congeladas. Os extratos celulares obtidos, conforme citado acima, 
foram submetidos à fervura a 100 °C com tampão de amostra (20 µL) por 10 minutos. As 
proteínas foram quantificadas pelo método do ácido bincinconínico (BCA), e as amostras 15 
µL (20 µg), foram separadas em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE). Na corrida 
eletroforética uma corrente constante de 90 volts foi fixada e, entre 10-15°C, para evitar 
distorções das bandas, e, consequentemente, problemas de resolução. A fim de comparação, a 
cada corrida eletroforética foram colocados 5 μL do Padrão de Peso Molecular (10-230 kDa 
Biolabs). Foi utilizado o sistema de eletrotransferência que realiza a transferência das 
proteínas do gel de SDS-PAGE para a membrana adsorvente de PVDF, previamente hidratada 
em metanol 100%, por 2-3 segundos, seguido de água por 2-3 minutos e tampão de 
tranferência por 5 minutos. Para a eletrotranferência, utilizou-se 100 volts de corrente por 90 
minutos a 4° C. Após a tranferência, as membranas foram submersas em solução bloqueadora 
(PBS Tween 0,1%, BSA 3%) por 2 horas e, posteriormente lavadas, com tampão de lavagem 
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(PBS-TWEEN 0,1%) por 4 vezes de 5 minutos cada. Para a detecção das proteínas p38 
MAPK e phospho-p38 MAPK, as membranas foram incubadas com seus respectivos 
anticorpos primários (Cell Signaling) diluídos em tampão de bloqueio 1/1000 (v/v) por 18 
horas, sob agitação branda. Antes de adicionar o anticorpo secundário (IgG de camundongo 
conjugado a peroxidase –Sigma), diluído em tampão de bloqueio 1/10.000, a membrana foi 
lavada 4 vezes de 5 minutos em (PBS-TWEEN 0,1%) e a membrana incubada por 2 horas, em 
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas novamente por 4 vezes de 5 
minutos e, após essa etapa, foram submersas em 10 mL de solução contendo 3,3-
diaminobenzidina e peróxido de hidrogênio (Fast Dab). A reação foi interrompida com água 
destilada e secas em papel filtro. 
 
3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados obtidos foram expressos como média +/ - erro padrão e analisados 
estatisticamente pelo teste “t” de Student ou Análise de variância (ANOVA), após teste de 























4.1 EFEITO DA LAAO SOBRE A VIABILIDADE DE NEUTRÓFILOS HUMANOS. 
 
A ação citotóxica da LAAO foi avaliada 12 horas após sua incubação com uma 
suspensão de neutrófilos humanos isolados. A figura 5 mostra que o Tritox X-100 (controle 
positivo) foi tóxico para os neutrófilos se comparado ao RPMI (controle negativo). Por outro 
lado, os neutrófilos quando foram incubados com a LAAO não apresentaram alteração da 
viabilidade celular no tempo e nas concentrações estudadas em relação ao RPMI (controle 
negativo), indicando uma baixa citotoxicidade da enzima sobre neutrófilos humanos.  
 
Figura 5. Efeito da LAAO sobre a viabilidade de neutrófilos humanos. 
 
O sangue de voluntários saudáveis foi coletado, em seguida as células separadas por gradiente de densidade pelo 
Histopaque 1077. Os neutrófilos isolados foram incubados com RPMI (controle), Triton X 100 (controle 
positivo) ou LAAO em diferentes concentrações, descritas acima, por um período de 12 horas. A viabilidade dos 







4.2 EFEITO DA LAAO SOBRE A QUIMIOTAXIA DE NEUTRÓFILOS HUMANOS. 
 
Para verificar a capacidade de migração dos neutrófilos humanos em placas Transweel 
de policarbonato (poros de 8 µm) foram realizados experimentos nos quais, no compartimento 
superior foram adicionados os neutrófilos e, no inferior, os estímulos: RPMI (controle 
negativo), fMLP 500 ng/mL (controle positivo) ou LAAO nas concentrações de 50 e 100 
μg/mL. Como mostrado na figura 6, o número de células migradas para o compartimento 
inferior, após 3 horas de incubação, foi de 883.3 células/mL incubadas com RPMI, 2.919 
células/mL incubadas com fMLP estatisticamente diferente das células incubadas com RPMI. 
O número de células migradas após o estímulo com a LAAO nativa foi de 2.833 células/mL e 
de 3.983 células/mL para as concentrações de 50 e 100 µg/mL, respectivamente, 
estatisticamente diferentes dos neutrófilos incubados com LAAO na forma inativa. Os dados 
obtidos indicam que a LAAO estimula a quimiotaxia de neutrófilos humanos.  
 



















Os neutrófilos 1x106, foram incubados com RPMI (controle negativo), fMLP 500 ng/mL (controle positivo) ou 
LAAO nativa e inativa (i) em diferentes concentrações (50 e 100 μg/mL) em placas Transwell. A quimiotaxia foi 
avaliada em câmara de Neubauer após 3 horas de incubação. Os dados representam a média + EPM de 5 






















































4.3 EFEITO DOS INIBIDORES WORTIMANINA E SB 202190 SOBRE A 
QUIMIOTAXIA DE NEUTRÓFILOS HUMANOS INDUZIDAS PELA LAAO. 
 
 
Para avaliar a participação da PI3K e da p38 MAPK na quimiotaxia, os neutrófilos 
foram previamente incubados com a Wortimanina ou SB 202190, inibidores específicos da 
PI3K e da p38 MAPK, respectivamente. As células foram mantidas por 15 minutos com 
Wortimanina e, por 30 minutos com SB 202190 e, posteriormente, estimulados com a LAAO 
por 3 horas. Paralelamente, foi realizado um co-tratamento com os mesmos inibidores. 
Conforme o gráfico abaixo 7 A a LAAO foi capaz de induzir a migração celular nas 
concentrações de 50 e 100 μg/mL. Adicionalmente, a Wortimanina (500 nM) utilizada para 
bloquear a via da PI3K mostrou efeito inibitório em todas as condições experimentais 
utilizadas, demonstrando assim seu papel fundamental na quimiotaxia induzida pela LAAO. 
O SB 202190, inibidor da p38 MAPK, pode inibir todas as isoformas (α, β, γ e δ) de 
p38 MAPK tanto na forma constitutiva quanto fosforilada. Assim, após o tratamento 
farmacológico dos neutrófilos com o inibidor, constatou-se uma redução significativa na 
quimiotaxia dos neutrófilos em relação às células não tratadas. Isso demonstra que a LAAO é 




































































1x106 células foram pré incubadas por 15 minutos com Wortimanina (A) ou 30 minutos com SB 202190 (B) ou 
com o co-tratamento (C), seguido por 3 horas de incubação com a toxina nas concentrações de 50 e 100 μg/mL, 
RPMI (controle) ou FMLP 500 ng/mL (controle positivo). A quimiotaxia foi avaliada em câmara de Neubauer. 
Os dados representam a média + EPM de 5 voluntários independentes. *p< 0,05 em relação ao controle. #p< 







4.4 EFEITO DA LAAO SOBRE A LIBERAÇÃO DE EROs 
 
Para verificar a capacidade da LAAO em induzir, in vitro, a produção de EROS por 
neutrófilos humanos isolados, foram realizados experimentos com neutrófilos incubados com 
solução Hanks (controle negativo), LPS 1 μg/mL (controle positivo) ou LAAO, em 
concentrações não citotóxicas. Ainda, avaliamos a via de produção de EROS por meio do 
tratamento farmacológico com um inibidor de NAPH mitocondrial, a qual bloqueia o 
complexo I da cadeia respiratória. Após tempo de incubação, com os estímulos, foi 
adicionado o corante DCF (H2DCFDA não fluorescente), que é capaz de atravessar a célula e 
na presença de EROS é convertido a um corante fluorescente (H2DCF) (SAUER et al., 2003). 
Como mostra a figura 8, a incubação dos neutrófilos, com Hanks, resultou na produção basal 
de EROS. Nas concentrações de 50 e 100 μg/mL de LAAO houve um aumento significativo 
da produção de EROS, indicando a capacidade da LAAO em induzir a formação de espécies 
reativas do oxigênio. 
 













1x106 neutrófilos foram incubados com Rotenona 10 uM , por 90 minutos, seguido de incubação por 3 horas 
com Hanks (controle), LPS 1μg/mL (controle positivo) ou LAAO, em diferentes concentrações, a 37°C e 5% de 
CO2. A produção de EROs foi mensurada pelo oxidação do fluoróforo DCF com excitação a 485nm e emissão a 
528 nm. Os dados representam a média + EPM de 5 voluntários independentes. *p< 0,05 em relação ao HANKS 







4.5 EFEITO DA LAAO SOBRE A FAGOCITOSE DE ZIMOSAN POR NEUTRÓFILOS 
HUMANOS. 
 
Para avaliar a habilidade da LAAO sobre a capacidade fagocítica de partículas de 
zimosan por neutrófilos humanos isolados, 2x105 células foram incubadas com RPMI 
(controle negativo), LPS 1 μg/mL (controle positivo), PMA 500 ng/mL (controle positivo) ou 
LAAO, em concentrações não citotóxicas. Como mostra a figura 9, a incubação dos 
neutrófilos, por 3 horas, com RPMI apresentou em média 31,6 % de fagocitose. Quando 
incubados com a LAAO, nas concentrações de 25, 50 e 100 µg/ mL houve um aumento 
significantivo da fagocitose, quando comparado ao controle Esses resultados indicam a 
capacidade da LAAO em acentuar a capacidade fagocítica dos neutrófilos humanos. 
 



























Os neutrófilos foram incubados com RPMI (controle negativo), LPS (controle positivo), PMA (controle 
positivo) ou  concentrações não citotóxicas da LAAO, seguido de partículas de zymozan, a 37°C e 5% de CO2 
.Como mostra a figura 9, após 3 hora de incubação com a toxina, houve um aumento no índice de fagocitose, 















4.6 EFEITO DA LAAO SOBRE A LIBERAÇÃO DE MIELOPEROXIDASE POR 
NEUTRÓFILOS HUMANOS. 
 
Para avaliar a habilidade da LAAO em induzir a liberação de MPO, os neutrófilos 
foram incubados com RPMI (controle), LPS 1 μg/mL (controle positivo), PMA 500 ng/mL 
(controle positivo) ou LAAO, em concentrações não citotóxicas. Como mostra a figura 10, a 
incubação dos neutrófilos, por 4 horas, com RPMI induziu uma discreta liberação de MPO, 
seguido de um aumento na liberação desta enzima quando incubados com PMA ou LPS. A 
incubação das células com LAAO induziu um marcante aumento de liberação de MPO no 
sobrenadante, estatisticamente diferente do controle negativo. Esses resultados evidenciam a 
habilidade da toxina em ativar os neutrófilos humanos  a degranular e, consequentemente, a 
liberação de mieloperoxidase. 
 














1x106 neutrófilos foram incubados por 4 horas com RPMI (controle), LPS 1 ug/mL (controle posivo), PMA 
500ng/mL (controle positivo) ou LAAO, nas concentrações não tóxicas, a 37°C e 5% de CO2. A concentração de 
MPO foi obtida pela oxidação do peróxido dependente do TMB e determinado em espectrofotômetro a 450 nm. 
Os dados foram confrontados a uma curva padrão de MPO recombinante e representam a média ± EPM de 5 













4.7 EFEITO DA LAAO SOBRE A PRODUÇÃO DE PGE2 POR NEUTRÓFILOS 
HUMANOS. 
 
Para avaliar a habilidade da LAAO em induzir a liberação de PGE2 por neutrófilos 
humanos, foi mensurado a concentração desse mediador lipídico no sobrenadante de 
neutrófilos humanos incubados com RPMI (controle negativo), PMA 500 ng/mL (controle 
positivo) ou LAAO (25,50 e 100 µg/mL). A incubação das células com RPMI resultou na 
produção basal de 209,80 pg/mL de PGE2. Quando as células foram incubadas com PMA, 
houve um aumento significativo na produção de PGE2. Os neutrófilos incubados com a 
LAAO, nas concentrações de 50 e 100 µg/mL, por 1 hora, produziram níveis significantes de 
PGE2 em comparação ao controle negativo, o RPMI. A figura 11mostra que a PGE2 tem um 
papel importante na ativação de neutrófilos induzida pela LAAO.   
 














2x105 neutrófilos foram incubados, por 1 hora, com RPMI (controle negativo), PMA 500 ng/mL (controle 
positivo) ou LAAO, em diferentes concentrações, a 37°C e 5% de CO2. A concentração de PGE2 foi determinada 
por ensaio imunoenzimático de competição. Os dados representam a média + EPM de 5 voluntários 














A capacidade da LAAO em induzir a produção de LTB4 por neutrófilos humanos foi 
avaliada pela determinação da concentração desse mediador no sobrenadante de neutrófilos, 
incubados com a toxina na concentração de 100 µg/mL, RPMI (controle negativo), LPS 
(controle positivo) ou PMA (controle positivo). A figura 12 mostra que as células incubadas 
por 2 horas com a LAAO na concentração de 100 µg/mL induziu um aumento significativo 
desse mediador em comparação ao controle, sugerindo que o LTB4 pode representar um 
importante mediador quimiotático para este mecanismo desencadeado pela ação da toxina 
sobre os neutrófilos. 
 

















2x105 neutrófilos foram incubados, por 2 horas, com RPMI (controle negativo), LPS 1 µg/mL, PMA 500 ng/mL 
(controle positivo) ou LAAO, a 37°C e 5% de CO2. A concentração de LTB4 foi determinada por ensaio 
imunoenzimático de competição. Os dados representam a média + EPM de 5 voluntários independentes. *p< 




4.9 EFEITO DA LAAO SOBRE A LIBERAÇÃO DE NETs POR NEUTRÓFILOS 
HUMANOS.  
 
Para avaliar a habilidade da LAAO em induzir a liberação de NETs, os  neutrófilos 
foram incubados com  RPMI (controle), PMA (controle positivo) ou concentrações não 
citotóxicas de LAAO. Como mostra a figura 13, após incubação por 1 hora com a toxina 
houve um aumento significativo da liberação de DNA,nas concentrações de 12,5, 50 e 100 
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µg/mL comparada ao controle negativo e ao controle positivo. Esses resultados evidenciam a 
habilidade do LAAO em ativar os neutrófilos humanos e estimular a liberação de NETs. 
 




























2x105 neutrófilos foram incubados com RPMI (controle), PMA (controle positivo) ou concentrações não 
citotóxicas da LAAO a 37°C e 5% de CO2.Após a incubação a liberação dos NETs foi determinada pelo Kit 
picogreen dsDNA.Os resultados foram confrontaos a uma curva padrão de DNA. Os dados representam a média 
+ EPM de 5 voluntários independentes. *p< 0,05 em relação ao controle (ANOVA). 
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4.10 EFEITO DA LAAO SOBRE A PRODUÇÃO DE INTERLEUCINA-8 (IL-8) E 
INTERLEUCINA -6 (IL-6) POR NEUTRÓFILOS HUMANOS. 
 
Para avaliar a habilidade da LAAO em ativar neutrófilos e estimular a liberação das 
citocinas pró-inflamatórias IL-6 e IL-8, as células foram incubadas com RPMI (controle 
negativo), PMA 500 ng/mL (controle positivo) ou LAAO (25, 50 e 100 µg/mL) a 37°C em 
atmosfera úmida a 5% de CO2.  A figura 14 A mostra que após 1 hora de incubação, os 
neutrófilos incubados com RPMI apresentaram uma média 1,3 pg/mL de IL-6. Quando as 
células foram incubadas com a LAAO nas concentrações de 25, 50 e 100 g/mL houve um 
aumento significativo desses níveis. A figura 14 “B’’ indica que na concentração de 100 
g/mL de toxina houve aumento significante na liberação de IL-8 após 3 horas, por 
neutrófilos humanos quando comparados ao controle. 
 














2x105 neutrófilos foram incubados por diferentes tempos com RPMI (controle), PMA 500 ng/mL (controle 
positivo) ou LAAO, nas concentrações 25, 50 e 100 µg/mL), a 37°C e 5% de CO2. A  concentração de IL-6 (A) e 
IL-8 (B) foram  determinada por ensaio imunoenzimático . Os dados representam a média + EPM de 5n. *p< 













4.11 IMUNOBLOTTING PARA P38 MAP quinase 
 
 
A capacidade da LAAO em ativar os neutrófilos, foi avaliada por imunoblotting. Para 
tanto, 2x106 células obtidas conforme descritas no item 3.3 foram incubadas com RPMI 
(controle negativo), PMA 500 ng/mL (controle positivo), LPS 1 µg/mL (controle positivo) ou 
LAAO (50 e 100 µg/mL), por 40 minutos. Como mostra a figura 15 A, as bandas 
imunorreativas mostram a expressão constitutiva de p38 MAPK em neutrófilos nas diferentes 
incubações. Na figura 15 B, as bandas imunorreativas mostram a expressão da forma 
fosforilada da p38 MAPK presente nos neutrófilos. 
 





2x106 neutrófilos foram incubados por 40 minutos com RPMI (controle negativo), LPS 1 ug/mL (controle 
positivo), PMA 500 ng/mL (controle positivo) ou LAAO, nas concentrações acima, a 37°C e 5% de CO2. O 
extrato celular foi aplicado em gel de poliacrilamida 15% e, em seguida, eletrotransferido para uma membrana 
de PVDF. Após a interação das proteínas com seus respectivos anticorpos (p38 MAPK e phospho-p38 MAPK) a 
































As L-amino ácido oxidases são enzimas amplamente distribuídas em diferentes 
organismos, tais como bactérias (COUDERT, 1975; DUERRE; CHAKRABARTY, 1975), 
fungos (NIEDERMANN; LERCH 1990), algas verdes (VALLON et al., 1993), peixes 
(MURAKAWA et al., 2001), caracóis (OBARA et al., 1992), lesmas marinhas (BUTZKE et 
al., 2005; YANG et al., 2005), plantas (NISHIZAWA et al., 2005) e, nos venenos de uma 
variedade de serpentes (DU; CLEMETSON, 2002).  
Estudos recentes realizados por Pontes et al. (2014) avaliaram a capacidade da LAAO, 
isolada de Calloselasma rhodostoma, em ativar neutrófilos humanos. Os autores 
evidenciaram que a LAAO, no ensaio de MTT, que analisa as desidrogenases mitocondriais 
de neutrófilos humanos, não afetou a viabilidade celular.  
No presente estudo, avaliou-se a integridade de membrana celular do neutrófilo 
humano pelo ensaio de exclusão do corante azul de Tripan. Os resultados obtidos mostraram 
que a LAAO não afetou a viabilidade dos neutrófilos, corroborando os resultados anteriores. 
Nesse sentido, estudos realizados por IZIDORO et al. (2006) mostraram que a LAAO, isolada 
do veneno da serpente Bothrops pirajai, não é tóxica para macrófagos peritoneais murinos. 
Ainda, WEI et al. (2007) mostraram que a LAAO, isolada da serpente Agkistrodon blomhoffii, 
também não é tóxica para os monócitos e células T isoladas. Adicionalmente, VARGAS et al. 
(2013) mostraram que a LAAO, isolada do veneno da serpente Crotalus durissus cumanensis, 
também não afetou a viabilidadade celular da linhagem de mioblastos de camundongos 
(C2C12), na concentração de 40 μg/mL e, de mononucleares do sangue periférico (PBMC), até 
a concentração de 200 μg/mL.  
No entanto diversos estudos mostram o efeito tóxico dessa enzima em bactérias, como 
descrito anteriormente por Skarnes et al. (1970) e, posteriormente por diversos autores Stiles 
et al. (1991); Stábeli et al. (2004); Izidoro et al. (2007); Vargas et al. (2013). Esse efeito 
parece estar relacionado ao peróxido de hidrogênio, produto secundário formado durante a 
reação química catalisada pelas LAAOs, pois a adição de catalase diminuiu significantemente 
o efeito bactericida (TAN ; FUNG, 2008).  
Ainda, as LAAOs isoladas de venenos de serpentes têm demonstrado exercer um 
papel importante na toxicicidade sobre diferentes linhagens de células tumorais. Diversos 
estudos apontam o seu papel citotóxico frente a diversas células cancerígenas, as quais 
apresentam um perfil apoptótico após a incubação com a toxina, efeito esse parcialmente 
atribuído ao H2O2, gerado durante a reação enzimática (ANDE et al., 2006; SAMEL et al., 
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2008; VIEIRA SANTOS et al., 2008; PAIVA et al., 2011). Adicionalmente, estudos 
realizados por Suhr e Kim (1996) mostraram, claramente, a ligação direta da LAAO, marcada 
com FITC, na superfície de células de leucemia linfocítica de camundongo (L1210) e, 
posteriormente, a morte celular. A literatura mostra que os motivos glicanos presentes nas 
LAAOs, são capazes de interagir com as células, levando a uma possível ativação ou morte 
celular (KOMMOJU et al., 2007; HUGHES 2010). Além disso, o fato de a LAAO não 
demostrar ser tóxica para os neutrófilos humanos, pode ser atribuído a mecanismo anti-
oxidantes próprios das células de defesa, como superóxido dismutase e catalase (CHESON et 
al., 1976). 
É conhecido que os neutrófilos desempenham um papel central no processo 
inflamatório. Após a migração, por entre as células endoteliais, os neutrófilos são atraídos por 
meio de um gradiente de mediadores quimiotáticos (KOLACZKOWSKA 2010;) tais como, 
compostos formilados (fMLP), fatores derivados da parede bacteriana (LPS), fragmentos do 
sistema complemento (C5a) e citocinas (BOKOCH, 1995), que são capazes de conduzir o 
movimento destas células através de um gradiente de concentração (DITTMAR et al., 2000). 
A movimentação nos tecidos é atribuída à extensão de pseudópodo que impulsiona o 
neutrófilo em direção ao gradiente de quimiatraente. O pseudópodo é constituído por uma 
rede ramificada de actina e miosina, que se associam e dissociam em um mecanismo rápido, 
com a finalidade de expandir e contrair o pseudópodo (SULLIVAN; MANDELL 1983).  
Com base nesse conhecimento, foi avaliada a capacidade da LAAO em induzir a 
migração dos neutrófilos humanos por meio de um filtro de policarbonato. Dentre os 
mediadores quimiotáticos, o fMLP atua via receptor para fMLP, ativando proteínas Gq e 
induzindo a migração (EBRAHIMZADEH et al., 2000), em um processo regulado por duas 
MAP kinases; ERK e p38 (LIU et al., 2012). Os resultados mostraram que a LAAO, nas 
concentrações de 50 e 100 µg/mL, se comparada aos controles (negativo, RPMI e positivo, 
fMLP) foi capaz de estimular a quimiotaxia de neutrófilos humanos para o compartimento 
inferior da placa transweel, no período de 3 horas. Uma vez que a LAAO de Calloselasma 
rhodostoma estimula os neutrófilos a liberar citocinas pró inflamatórias como TNF- α 
(PONTES et al., 2014) e, esta citocina regula positivamente a expressão de moléculas de 
adesão, principalmente CD11b na superfície de neutrófilos via p38 MAPK (LOKUTA; 
HUTTENLOCHER, 2005), pode-se inferir que a LAAO exerça um papel indireto na 
quimiotaxia celular. No entanto, não há dados na literatura que mostrem o papel da LAAO na 
quimiotaxia de neutrófilos ou na migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de animais 
de experimentação, sendo esta a primeira descrição.  
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Sabendo que a LAAO possui atividade intrínseca de produção de peróxido de 
hidrogênio e este é permeável a membrana celular, podemos sugerir que de alguma forma o 
peróxido de hidrogênio atue ativando os neutrófilos, regulando a extensão dos pseudópodos, 
bem como o direcionamento e a orientação celular (HATTORI et al., 2010). Nesse sentido, 
evidências recentes apontam que o peróxido de hidrogênio controla a migração direcionada 
mediando o recrutamento dos leucócitos para o sítio infamatório (NIETHAMMER et al., 
2009), muito embora KLYUBIN e colaboradores (1996) fossem os primeiros a propor que o 
peróxido de hidrogênio atue como quimioatraente nos leucócitos.  
Para avaliar a via envolvida na quimiotaxia dos neutrófilos, foram utilizados os 
inibidores de PI3K (Wortimanina) e de p38 MAPK (SB202190). A Wortimanina é um 
metabólito fúngico, permeável a célula, descoberto em 1987 e, tem sido muito utilizada para o 
estudo da via de PI3K em diversos processos (CAPODICI et al., 1998). Os resultados obtidos 
mostraram que houve uma redução significativa no número de células migradas na presença 
de Wortimanina, indicando a participação desta quinase na cascata de sinalização 
desencadeada pela toxina. A p38 MAPK está envolvida na sinalização celular durante os 
processos inflamatórios, bem como na indução da expressão de citocinas pró-inflamatórias 
como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL- 8, assim como no recrutamento de neutrófilos para o local 
inflamatório (XU et al., 2013). De acordo com nossos resultados, a p38 MAPK está envolvida 
na quimiotaxia dos neutrófilos induzida pela LAAO, uma vez que o tratamento com SB 
202190, um inibidor de p38 MAPK, reduziu significativamente a quimiotaxia. 
Posteriormente, foi realizado o co-tratamento com os inibidores, no intuito de averigar um 
sinergismo dua vias. Os resultados obtidos apontam para uma significativa redução na 
migração de neutrófilos na vigência do co-tratamento.  
 As EROS podem ser derivados de duas fontes, tais como via metabolismo 
mitocondrial (MURPHY, 2011) ou via ativação da NADPH oxidase (BEDARD; KRAUSE, 
2007). O peróxido de hidrogênio, uma das EROS liberada por neutrófilos, é particularmente 
estável, possui uma meia vida de 20 segundos (BARNARD; MATALON, 1992) difundindo-
se rapidamente (BIENERT et al., 2006).   
Pontes e colaboradores (2014) mostraram, inicialmente, que a LAAO, per se, nas 
concentrações de 100 e 50 μg/mL, não produziu peróxido de hidrogênio dentro dos padrões 
estabelecidos pela curva de peróxido de hidrogênio, na ausência de neutrófilos. Por outro 
lado, quando foi incubada na presença das células, neutrófilos humanos isolados, ocorreu uma 
grande produção de peróxido de hidrogênio, indicando que a LAAO é capaz de estimular os 
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neutrófilos a produzir peróxido de hidrogênio. O mecanismo pelo qual a LAAO estimula a 
produção de peróxido de hidrogênio não foi esclarecido. 
Assim, foram conduzidos experimentos no intuito de se verificar se a LAAO induz a 
geração de EROs por um mecanismo independente da NADPH oxidase, através da 
mitocôndria (STARKOV; FISKUM, 2003), uma vez que a avaliação da produção da EROSs 
pela via mitocontrial é importante pelo fato dessa organela está envolvida nos processos de 
sobrevivência e morte celular, bem como nos danos teciduais por isquemia e reperfusão, 
sendo também a principal organela responsável pela formação de espécies reativas de 
oxigênio intracelular (SZEWCZYK ; WOJTCZAK, 2002) Nesse sentido foi utilizada 
Rotenona, inibidor que atua via NADH mitocondrial,  e inibe a transferência de elétrons do 
complexo I da cadeia respiratória (BEAL, 2001). Os resultados mostraram que a LAAO, em 
todas as concentrações estudadas, foi capaz de estimular os neutrófilos a produzir espécies 
reativas do oxigênio e, na presença do inibidor, houve um declínio parcial na produção do 
mesmo, indicando uma possível participação de outra via de oxidação, a NADPH oxidase. 
Estudos adicionais estão em andamento para caracterizar melhor a via de produção do 
peróxido de hidrogênio.  
Os neutrófilos atuam através da fagocitose para a eliminação de um agente lesivo, e 
para isso, essas células são dotadas de capacidade de reconhecer, internalizar e eliminar os 
patógenos (ALLEN; ADEREM, 1996). Além dos microorganismos, a retirada de células 
apoptóticas ocorre por fagocitose, sendo este um mecanismo importante para a resolução da 
inflamação e manutenção da homeostase (WITKO-SARSAT et al., 2000). A geração e 
liberação de EROS durante a fagocitose é um mecanismo crucial para a destruição dos 
agentes patológicos invasores (DALE et al., 2008). Para que a fagocitose ocorra, é necessário 
que o neutrófilo reconheça o seu ligante e, em seguida, mude sua conformação celular, para 
uma forma mais achatada, aumentando sua área de contato com a partícula. Assim, no 
presente estudo avaliou-se a capacidade da LAAO em estimular a fagocitose de zimosan por 
neutrófilos humanos. Os resultados demonstram que a LAAO nas concentrações de 25, 50 e 
100 µg/mL foi capaz de acentuar a capacidade fagocítica dos neutrófilos. Não há dados na 
literatura que suportem estes achados, sendo esta a primeira descrição.  
 A mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteína muito abundante em neutrófilos e é 
liberada no meio extracelular após a ativação celular (WITKO-SARSAT et al., 2000). Na 
presença de H2O2, a MPO catalisa a oxidação do íon cloreto a ácido hipocloroso (HOCl), é 
responsável pela alcalinização do vacúolo fagocítico durante o “burst” respiratório 
(BORREGAARD, 1988), essencial na atividade microbicida (SEGAL et al., 1982). Dados 
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recentes mostraram que a LAAO, isolada de Calloselamasma rhodostoma, induziu a 
liberação de IL-8, bem como a produção de ROS (PONTES et al., 2014) e, a literatura 
documenta que citocinas e ROS estimulam a liberação de MPO (ARIMURA et al., 1993) 
assim, avaliou-se a presença de MPO no sobrenadante da cultura de neutrófilos humanos 
isolados e incubados com a LAAO. Os resultados mostraram que a LAAO induziu a liberação 
de MPO em todas as concentrações utilizadas sugerindo que esta enzima induz a 
degranulação dos neutrófilos humanos. Não há dados na literatura que suportem estes 
achados, sendo também a primeira descrição.  
A MPO, assim como, os ROS são requeridos para a formação de NETs 
(VILLANUEVA et al., 2011; PARKER et al., 2012), estruturas compostas de histonas, 
grânulos citoplasmáticos, que formam uma extensa rede, podendo dessa forma, imobilizar 
microorganismos invasores (VILLANUEVA et al., 2011). Além desses mediadores 
inflamatórios, a IL-8, o LPS e o PMA também podem desencadear a liberação de NETs 
(SAFFARZADEH et al., 2012). Nesse sentido, para complementar os estudos da ação da 
LAAO sobre a funcionalidade de neutrófilos avaliou-se a capacidade desta enzima em 
estimular a liberação de NETs. Os resultados mostraram que após 1 hora de incubação, a 
LAAO foi capaz de estimular os neutrófilos humanos a liberar DNA. 
Essas redes de neutrófilos, NETs, também referidas como armadilhas extracelulares 
dos neutrófilos, constituem alvo importante de estudos atualmente. Em uma recente revisão, 
os autores descrevem que a liberação de NETs representa um mecanismo de defesa do 
hospedeiro fisiológico específico e ativo ou simplesmente uma consequência da ruptura 
celular devido a toxinas ou trauma. Ainda, os autores relatam dois tipos diferentes de 
mecanismo pelos quais os NETs podem ser formados, um mecanismo de morte  lítica 
chamado de NETosis suicida que ocorre após estímulo com PMA, ativando a proteína quianse 
C (PKC) e a via da MAPK, especialmente ERK, com contribuição da NADPH oxidase e 
MPO. O outro mecanismo, no qual as células se encontram viáveis, é referido como NETosis 
vital. Neste, o processo está associado ao reconhecimento dos padrões moleculares de 
patógenos, em particular o LPS, por receptores de reconhecimento de padrões, o qual não 
envolve a lise do neutrófilo e envolve o TLR4 (YIPP; KUBES, 2013). No caso do presente 
estudo, até o momento, não há dados na literatura que mostrem o efeito de venenos de 
serpentes ou de toxinas isoladas, como é o caso da LAAO, na formação de redes de 
neutrófilos, NETs, sendo esta a primeira abordagem. Porém, correlacionando os dados da 
literatura e os dados presentemente obtidos, podemos sugerir os NETs formados na presença 
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de LAAO não são provenientes de morte celular, uma vez que as células encontram-se 
viáveis, na presença da enzima, até 12 horas de incubação.   
As citocinas são mediadores importantes da resposta inflamatória, dentre elas, 
podemos citar:  as interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) medeiam importantes eventos 
inflamatórios. A IL-6 é secretada por neutrófilos humanos (PROOST et al., 1996) e apresenta 
ações pró- e anti-inflamatórias (JOHNSON et al., 1998). Dentre as ações da IL-6 podemos 
destacar seu envolvimento no início e manutenção da inflamação facilitando o tráfico dos 
neutrófilos para o sítio inflamatório e consequente estímulo para produção de mediadores 
inflamatórios como citocinas, prostaglandinas, espécies reativas do oxigênio e proteases 
(FIELDING et al., 2008; WOODFIN et al., 2010).    
Desse modo, a participação da IL-6 na ação da LAAO sobre a funcionalidade de 
neutrófilos foi avaliada. Os resultados obtidos mostraram que a LAAO, isolada de 
Calloselasma rhodostoma, foi capaz de induzir a produção de IL-6, na concentração de 100 
µg/mL, 1 hora após sua incubação. Os dados obtidos corroboram os resultados de Wei et al. 
(2007), na qual a LAAO de Agkistrodon blomhoffii induziu a liberação de IL- 6 por 
monócitos humanos isolados. No desempenho de suas funções, os neutrófilos são capazes de 
produzir e liberar citocinas pró-inflamatórias, como IL-8, IL-1, IL-6 e TNF- α, as quais são 
capazes de conduzir a resposta inflamatória, no sentido de orientar e direcionar células para 
áreas de inflamação. O acúmulo de células inflamatórias em determinados tecidos ou 
organismos é uma característica importante, sendo relatada em diversas patologias, como: 
aterosclerose, doenças pulmonares, renais e infarto agudo do miocárdio (ALVAREZ et al., 
2001). Ainda, os neutrófilos podem secretar outras citocinas como a MIP-1α e MIP-1β, que 
são potentes quimiotáticos para monócitos e células T (KASAMA et al., 1993), e atuarem em 
conjunto com outras células inflamatórias no sentido de ampliar a resposta celular. 
Outra citocina importante e que está envolvida em processos inflamatórios é a IL-8. 
Esta citocina medeia a quimiotaxia de neutrófilos, pois induz a polarização dos neutrófilos na 
direção do sítio inflamatório por meio de um gradiente de quimioatrativos (HENKELS et al., 
2011). Assim, com o intuito de compreender o mecanismo pelo qual a LAAO induz a 
quimiotaxia de neutrófilos e a formação de NETs, os neutrófilos foram incubados com a 
LAAO e a concentração de IL-8 foi determinada.  Os resultados obtidos mostraram que a 
LAAO, foi capaz de induzir a produção de IL-8, na concentração de 100 µg/mL, 3 horas após 
sua incubação. Corroborando os dados obtidos, estão os de PONTES et al. (2014), na qual a 
LAAO de Calloselasma rhodostoma induziu a liberação de IL-8 por neutrófilos humanos 
isolados, 12 horas após a incubação. É importante salientar que uma vez que a LAAO induziu 
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a liberação de IL-8 assim como a produção de EROS e a literatura documenta que tanto as 
citocinas como as EROS induzem a quimiotaxia e a liberação de NETs é possível sugerir que 
a IL-8 e as EROS, encontradas no presente estudo, contribuam para o fenômeno da 
quimiotaxia dos neutrófilos assim como para a liberação de NETs pela LAAO. 
Durante a o processo inflamatório, a via de produção de mediadores lipídicos é ativada 
por cálcio e dependente de citocinas pró-inflamatórias (KOROTKOVA; JAKOBSSON, 
2014). Estudos apontam que a expressão de PGE-1m é induzida por IL-1β e TNF- α 
(KOJIMA et al., 2005), e atualmente, SCANDELLA et al. 2015), demostraram que a PGE2 
atua na migração de células dendrídicas, por induzir a expressão de receptores CCR7 na 
superfície de sua membrana. Por outro lado, estudos in vivo, mostram que fármacos inibidores 
de ciclooxigenase-2 (COX-2), diminuem o recrutamento de leucócitos (MENEZES et al., 
2005). Essa enzima, a COX-2, é expressa em resposta a estímulos inflamatórios e 
mitogênicos, e assim contribui para a formação das prostaglandinas associadas à resposta 
inflamatória (GRANGEIRO et al., 2008). A COX-2 é responsável pelo processo de 
oxigenação e ciclização do ácido araquidônico em um intermediário endoperóxido instável, 
denominado prostaglandina G2 (PGG2). A seguir, a PGG2 sofre uma redução pela COX em 
PGH2 e, esta é reduzida a diversas prostaglandinas (PGE2, PGD2, PGF2) ou tromboxano A2 
(TXA2) (MONCADA et al., 1987). A isomerização do endoperóxido PGH2 em PGE2 é 
catalisada por três diferentes PGE sintetase: a PGE sintetase citossólica (PGESc) e duas PGE 
sintetases ligadas à membrana (PGES-1m e PGES-2m) (JAKOBSSON et al., 1999; 
PETTERSSON et al., 2005).  
Uma vez que a literatura mostra que a IL-1 e a IL-8 induzem o aumento da expressão 
de COX-2 (DORSAM ; GUTKIND 2007; MALONEY et al., 1998; SMITH et al., 1996) e 
LAAO induz a liberação de IL-8 (PONTES et al., 2014) é possível  sugerir que essa 
quimiocina, possa contribuir com o processo de sinalização para induzir a expressão da COX-
2 estimulando a liberação PGE2. Desse modo, foram  realizados experimentos para verificar o 
efeito da LAAO na produção de PGE2 por neutrófilos humanos. Após 1 hora de incubação, a 
toxina estimulou significantemente os neutrófilos a produzir PGE2 em comparação ao 
controle negativo e ao controle positivo. Esse resultado sugere que a LAAO é capaz de 
estimular a expressão de COX-2. Não há dados na literatura, até o momento que mostrem o 
efeito da LAAO sobre a produção de PGE2, por neutrófilos humanos isolados, sendo esta 
também a primeira descrição. 
É importante mencionar que durante estímulos patológicos e/ou fisiológicos, o ácido 
araquidônico (AA) das membranas celulares é clivado pelas fosfolipases A2 (PLA2). Esse AA 
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é metabolizado pelas cicloxigenases, que dependendo do estímulo, a ação pode ser realizada 
pela ciclooxigenase 1 (COX-1, constitutivamente ativa)  ciclooxigenase 2 (COX-2, induzida) 
ou 5 –lipoxigenase (5-LO) (YU et al., 2008). As ciclooxigenases levam a conversão do AA 
em PGE2, que possui ação pró- e antiinflamatória, e também regulam múltiplas funções de 
diferentes células do sistema imunológico (KALINSKI, 2012).  
O produto da 5-LO, o leucotrieno B4 (LTB4), é um potente mediador lipídico que 
desempenha um papel fundamental no início da reação inflamatória, uma vez que o 
recrutamento de neutrófilos para o sítio inflamatório é dependente de 5-LO (CHEN at 
al,2006a). Nesse sentido, com o intuito de caracterizar o mecanismo pelo qual a LAAO induz 
quimiotaxia de neutrófilos, avaliou-se a liberação desse mediador. A LAAO induziu 
significativamente a liberação do LTB4, sugerindo que este mediador está envolvido na 
quimiotaxia de neutrófilos induzida por essa toxina. 
Uma vez que a literatura mostra que o LTB4 estimula o aumento da capacidade 
microbicida, fagocítica e de degranulação de neutrófilos (CHEN et al.,2006a) é possível 
inferir que este mediador esteja envolvida no aumento da fagocitose de partículas de zimosan 
por neutrófilos induzido pelo Cr-LAAO e, na degranulação de neutrófilos, liberando MPO. 
Além disso, é conhecido que o LTB4 estimula a síntese e liberação de citocinas pró-
inflamatóras, amplificando a resposta inflamatória (CHOU et al., 2010). Diante disso, uma 
vez que a LAAO induz a liberação de IL-8 (PONTES et al., 2014) e de IL-6 é possível sugerir 
que esse mediador, possa contribuir com o processo de sinalização para induzir a liberação 
dessas citocinas. 
A fosforilação de proteínas representa um papel fundamental na sinalização intracelular. 
As MAPK constituem uma via de sinalização importante para os eventos de ativação celular. 
E, a p38 MAPK, um dos constituintes desta via de ativação, um papel importante na 
quimiotaxia celular (CARA et al., 2015) Nesse sentido foi realizado um estudo de 
immunobloting da p38 MAPK, no intuído de avaliar a capacidade da LAAO em induzir  a 
fosforilação dessa proteína quinase. Os resultados mostraram que a LAAO induziu a 
fosforilação da p38 MAPK sugerindo que esta via de sinalização é importante para transdução 
de sinal para a quimiotaxia de neutrófilos. Ainda, é importante salientar que a fosforilação da 
p38 MAPK é dencadeada por produtos do estresse oxidativo (GUO; YANG, 2006) e por 
citocinas pró-inflamatórias como, TNF-α, IL-8 e IL-1 (XU et al., 2013) que atuam como uma 
intricada rede de mediadores, regulando a liberação de outros mediadores, como a IL-6, bem 
como na sinalização intracelular, que favorece a resposta inflamatória no intuito de elimar o 




Uma característica peculiar das LAAOs isoladas de venenos de serpentes é a 
glicosilação, a qual é responsável pela orientação desta enzima na superfície de diferentes 
tipos celulares (SUHR; KIM 1996). Li et al. (2008) relatam que a LAAO isolada do veneno 
da serpente Naja atra, na concentração de 15 µg/mL, é capaz de se ligar a plaquetas humanas 
e causar sua agregação. Contudo, ao utilizar H2O2 exógeno, esse efeito não foi observado. 
Adicionalmente, os resultados obtidos por Ande et al. (2006) mostraram que a LAAO de 
Calloselasma rhodostoma causa apoptose em células Jurkat, no entanto, a deglicosilação da 
LAAO, reduziu significativa a sua citotoxicidade sobre este tipo celular. 
Em conclusão, os dados alcançados mostraram a capacidade da LAAO de Calloselasma 
rhodostoma em estimular a funcionalidade dos neutrófilos humanos. A LAAO induziu em 
neutrófilos a liberação de EROS e a de mediadores inflamatórios tais como IL-6, IL-8, PGE2, 
LTB4, MPO. Aumento da fagocitose, além de estimular a quimiotaxia de neutrófilos humanos 
isolados, liberação de NETs  e fosforilação da p38 MAPK. Este estudo permitiu uma melhor 
compreensão do mecanismo de ação da LAAO sobre neutrófilos, possibilitando novas 
perspectivas para sua utilização como modelo molecular no estudo de processos 























 A LAAO não afeta a viabilidade dos neutrófilos em todas as concentrações estudadas 
durante o período de 12 horas. 
 A LAAO estimula a migração dos neutrófilos nas concentrações de 50 e 100 µg/mL, 
durante o tempo de 3 horas. 
 A migração induzida pela LAAO é reduzida na presença dos inibidores de p38 MAPK 
(SB 202190) e PI3K (Wortimanina). 
 A LAAO estimula a fagocitose de zymosan. 
 A LAAO estimula a produção de espécies reativas do oxigênio por neutrófilos 
humanos. 
 A LAAO de Calloselasma rhodostoma exerce uma ação sobre neutrófilos humanos 
induzindo a liberação de IL-6, IL-8, PGE2, MPO e mediadores lipídicos: LTB4 e 
PGE2. 
 A LAAO estimula a liberação de NETS, no período de 1 hora. 
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The action of LAAO, an L-amino acid oxidase isolated from Calloselasma rhodosthoma snake venom, on
isolated human neutrophil function was investigated. Cr-LAAO showed no toxicity on neutrophils. Cr-
LAAO in its native form induced the neutrophil chemotaxis, suggesting that its primary structure is
essential for stimulation the cell. p38 MAPK and PI3K have a role as signaling pathways of CR-LAAO
induced chemotaxis. This toxin also induced the production of hydrogen peroxide and stimulated
phagocytosis in neutrophils. Furthermore, Cr-LAAO was able to stimulate neutrophils to release IL-6, IL-8,
MPO, LTB4 and PGE2. Together, the data showed that the Cr-LAAO triggers relevant proinflammatory
events.
© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.1. Introduction
L-amino acid oxidases (LAAOs, EC 1.4.3.2) are flavoenzymes able
to catalyze the stereospecific oxidative deamination of L-amino
acids to the corresponding a-ketoacid, with the production of
hydrogen peroxide and ammonia via an imino acid intermediate
(Curti et al., 1992). These enzymes exhibit a conspicuous affinity for
hydrophobic amino acids, including phenylalanine, tryptophan,
tyrosine and leucine.
LAAOs are widely distributed in diverse organisms (Du and
Clemetson, 2002; Zuliani et al., 2009; Guo et al., 2012; Izidoro
et al., 2014) and, in most snake venoms, are present in signifi-
cantly high concentrations. Called as snake venom-LAAOs (SV-(FIOCRUZ-Rondo^nia), Labo-
a Beira, 7671 BR364, Km 3.5,
i@fiocruz.br, juliana.zuliani@
(J.P. Zuliani).LAAOs), these toxins may represent up to 9% of the total protein.
The yellow color of snake venoms rich in SV-LAAOs is related to the
presence of riboflavin pigment as the prosthetic group, which fa-
cilitates its purification (Du and Clemetson, 2002; Zuliani et al.,
2009; Guo et al., 2012; Izidoro et al., 2014).
In a recent review published by our group, the authors high-
lighted the biological functions of LAAOs (Izidoro et al., 2014; Costa
et al., 2014). Among them are antimicrobial and antitumoral ac-
tivities, induction of apoptosis, and inhibition of platelet aggrega-
tion and anti-HIV activity which, are mainly associated with the
production of hydrogen peroxide, since catalase activation, a H2O2
scavenger, inhibits the biological effects of both LAAOs and H2O2
(Du and Clemetson, 2002; Zuliani et al., 2009; Guo et al., 2012;
Izidoro et al., 2014; Costa et al., 2014, 2015).
Pontes et al. (2014) published that LAAO from Calloselasma
rhodosthoma (a Malayan pit viper) activates isolated human neu-
trophils which produce ROS (superoxide anion and hydrogen
peroxide) as well as cytokines (IL-8 and TNF-a) and induces the
liberation of neutrophil extracellular traps (NETs). In addition, the
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hydrogen peroxide production by neutrophils.
Neutrophils, a type of polymorphonuclear leukocyte, constitute
the most abundant white blood cells and the major cellular
component during acute inflammation. They are the first cell type
to be recruited to an inflammatory site. The recruitment includes
the following steps: tethering, rolling, adhesion, crawling and,
finally, transmigration (Kolaczkowska and Kubes, 2013).
Emigrated neutrophils must follow a chemoattractant gradient
in order to respond to such guidance signals called chemotaxis. This
directed process of cell migration in chemical gradients is a vital
process not only in normal physiology and trafficking of immune
cells, but also in the regenerative processes such as wound healing
and tissue architecture maintenance, or in the pathogenesis of
many diseases and inflammation. Chemotactic cells display
motility, directional sensing and polarity to chemoattractant factors
such as bacterial products (for example, N-formyl-methionine-
leucine-phenylalanine (fMLP)), complement fractions (C5a) and
chemokines (IL-8) (Kolaczkowska and Kubes, 2013).
Once in the tissue, neutrophils at inflammatory loci become
active, degranulate and induce the formation of a spectrum of ox-
idants. The heme protein myeloperoxidase (MPO) found in these
cells, produces oxidants that are secreted along with superoxide
anion (O2) and hydrogen peroxide (H2O2), both intracellularly in-
side forming phagossomes and extracellularly in the neutrophil
environment (Hampton et al., 1998).
The present study was therefore designed to evaluate the action
of isolated LAAO from Calloselasma rhodosthoma (a Malayan pit
viper) on human neutrophils especially on chemotaxis and the
signaling mediating this event, phagocytosis, superoxide anion
production and cytokines (IL-6 and IL-8), MPO, LTB4 and PGE2
liberation by these cells.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents
Crystallized Calloselasma (Agkistrodon) rhodostoma venom was
purchased from Sigma Chem. Co. (MO, USA). Trypan blue, RPMI-
1640, L-glutamine, gentamicin, phorbol myristate acetate (PMA),
fMLP, Histopaque 1077, DMSO, OPD (o-1,2-phenylenediamine
dihydrochloride), SB202190, Wortmanin, zymosan, TMB, DAB Kit
and horseradish peroxidase were purchased from Sigma (Missouri,
USA). Rotenone and recombinant MPO were purchased from Cal-
biochem (Darmstadt, Germany). 20,70-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFDA) was purchased from Molecular Probes (Oregon,
USA). OptEIA™ Set Human IL-6 and OptEIA™ Set Human IL-8 were
purchased from BD Biosciences (San Diego, USA). LTB4 and PGE2
specific enzymatic immunoassay (EIA) were purchased from
Cayman Chemicals (Michigan, USA). p38 MAPK and phosphor-p38
MAPK were purchased form Cell Signaling Technology (Massa-
chusetts, USA). Fetal bovine serum (FBS) was obtained from Cultilab
(S~ao Paulo, Brazil). All salts and reagents used obtained fromMerck
(Darmstadt, Germany) with low endotoxin or endotoxin-free
grades.
2.2. Isolation and biochemical characterization of Cr-LAAO
Cr-LAAO was isolated according to Pontes et al. (2014). In brief,
Calloselasma rhodostoma venom (30 mg) was dissolved in 1.0 mL of
0.02 M Tris-HCl buffer, pH 8.0, centrifuged at 755g for 10 min at
room temperature and the clear supernatant applied on a
70 cm  0.9 cm Superdex G-75 colunm, which was previously
equilibrated and then eluted with the same buffer. The fraction I
showing LAAO activity was lyophilized, diluted with 0.02 M Tris-HCl buffer, pH 8.0 and then applied on a 4.0  0.6 cm Q-Sephar-
ose Fast Flow column (GE Healthcare), previously equilibrated with
the same buffer, using a crescent concentration NaCl gradient
(0e100%). For the inactivation of the enzyme, Cr-LAAO was sub-
mitted to a temperature of 80 C for 30 min.
2.3. Neutrophil isolation
Peripheral blood neutrophils were obtained from self-
reportedly healthy donators (18e40 years old). Informed consents
were obtained at the time of the blood draw. All participants gave
informed consent prior to their inclusion in the study, and the
Brazilian IRB (Institutional Review Board) of the Center of Tropical
Medicine Research (CEPEM, Rondo^nia, Brazil - approval number
108/2010) approved it. In brief, blood was collected in vacuum
tubes containing heparin and diluted in phosphate buffered saline
(PBS, 14 mM NaCl, 2 mM NaH2PO4H2O, 7mMNa2HPO412H2O), pH
7.4, after local asepsis. For the separation of leukocytes, Histopaque
1077 was added to the tubes and then the diluted blood was
carefully added over the reagent. After centrifugation at 400g for
30 min, neutrophils were collected from the bottom of the tube,
along with the erythrocytes and were transferred to another tube,
according to Pontes et al. (2014). Lysis of red blood cells was per-
formed using lysis buffer (0.15 M NH4Cl; 0.01 M KHCO3; 0.0001 M
Na2 EDTA), homogenized and subjected to a temperature of 8 C
for 5 min, and then centrifuged. Neutrophils werewashed with PBS
and an aliquot of isolated neutrophils was used for determining the
total number of neutrophils in a Neubauer’s chamber after cell
staining (1:20, v/v) with Turk solution (violet crystal 0.2% in acetic
acid 30%). The purity of the isolated cell populationwas determined
by Panotic staining of cytospin preparations and by flow cytometry
analysis (FACscan). The average purity achieved by our isolation
technique was 99% of the neutrophils (Pontes et al., 2014).
2.4. Cytotoxic assay
Cell viability was measured by Trypan blue exclusion test. In
brief, 2  105 isolated human neutrophils were resuspended in
1 mL of RPMI assay medium [RPMI-1640 medium supplemented
with 100 mg/mL of gentamicin, 2 mM of L-glutamine and 10% of
fetal bovine serum (FBS)] and were then incubated with 20 mL of
RPMI (negative control), 1% of Triton X100 (positive control) or
different concentrations of Cr-LAAO (12.5, 25, 50 e 100 mg/mL)
diluted in the assay medium for 12 h at 37 C in a humidified at-
mosphere (5%CO2). Then, 20 mL of 0.1% of Trypan blue was added to
a 100 mL suspension of isolated human neutrophils. Viable cell in-
dex was determined in a Neubauer’s chamber by counting a total
number of 100 cells. Results were expressed as percentage of viable
cells.
2.5. Chemotaxis assay
Chemotaxis was carried out using the Transwell polycarbonate
plate with a permeable membrane (Corning-Costar, USA) based on
the classic transwell filter diffusion assay (Boyden, 1962). In this
assay, 200 mL of 1  106 neutrophil suspensions were loaded into
the top well (insert) of a 24-well chemotactic chamber equipped
with an 8-mm pore size filter. In the bottom well, RPMI (negative
control), formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP; 500 ng/
mL, positive control) (Sigma) (Naccache et al., 1985) or different
concentrations of Cr-LAAO (50 and 100 mg/mL) were added as
chemoattractants. The chemotaxis assay with isolated human
neutrophils was incubated for 3 h at 37 C and 5% CO2. Migrated
human neutrophils were counted using a Neubauer chamber. Re-
sults were expressed as number of migrated cells/mL. In a set of
A.S. Pontes et al. / Toxicon 119 (2016) 106e116108experiments the cells were incubated with Cr-LAAO at 50 and
100 mg/mL, in the native form and inactive form, for 3 h at 37 C and
5% CO2.
2.6. Pharmacologic modulation of chemotaxis
To assess the different signal transduction pathways involved in
neutrophil chemotaxis, the cells were treated with 500 nM Wort-
manin, a PI 3 kinase inhibitor for 15 min (Capodici et al., 1998) or
15 mM SB202190, a p38 MAP kinase inhibitor for 30 min (Lokuta
and Huttenlocher, 2005) or before adding the Cr-LAAO or RPMI
alone with the vehicle used for the inhibitor. The inhibitor con-
centration used did not have adverse effect on cell viability, during
the course of the assays and was based on comparison with con-
centrations used elsewhere in the literature. Control cells were
treated with the same concentration of the carrier in which the
inhibitor has been dissolved.
2.7. Measurement of intracellular ROS levels
A peroxide-sensitive fluorescent probe 20,70-dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (DCFDA) was used to measure intracellular
levels of ROS. DCFDA is converted by intracellular esterases to 20,70-
dichlorodihydrofluorescin, which is then oxidized by H2O2 to the
highly fluorescent 20,70-dichlorodihydrofluorescein (DCF). For this
assay, 2  105 neutrophil suspensions were resuspended in Hank’s
solution and were plated in black plates. Neutrophils were incu-
bated in the presence or absence of Rotenone (10 mM), a mito-
chondria complex I inhibitor, for 90 min (Handa et al., 2004). Then,
Hank’s solution (negative control), LPS (1 mg/mL; positive control)
or different concentrations of Cr-LAAO (25, 50 e 100 mg/mL) were
added. After 3 h of incubation, 100 mL of DCFDA (10 mM) diluted in
Hank’s solutionwas added and incubated for 30min at 37 C, under
constant dark conditions. DCF fluorescence was measured with the
Bio-Tek Synergy HT Multi-Detection (Winooski, VT) at excitation
and emission wavelengths of 485 and 528 nm, respectively
(Nakajima et al., 2009).
2.8. Neutrophil phagocytosis
For the phagocytosis assay, 2  105 neutrophils were resus-
pended in RPMI culture medium, plated and incubated with RPMI
(negative control), LPS (1 mg/mL; positive control), PMA (500 ng/
mL; positive control) or different concentrations of Cr-LAAO (25, 50
e 100 mg/mL), in the presence of non-opsonized zymosan particles
for 3 h at 37 C, in a humidified atmosphere (5% CO2). After neu-
trophils cytospin preparations and Panotic staining, phagocytosis
was observed by counting at least 100 neutrophils that internalized
two or more non-opsonized zymosan particles. Results were pre-
sented as the percentage of positive cells for phagocytosis.
To prepare non-opsonized zymosan, zymosan particles-
obtained from yeast cell walls-were suspended in PBS with a par-
ticle concentration of 5.7 mg/mL.
2.9. Myeloperoxidase assay
For this, 1  106 neutrophils were resuspended in RPMI culture
medium, plated and incubated with RPMI (negative control), LPS
(1 mg/mL; positive control), PMA (500 ng/mL; positive control) or
different concentrations of Cr-LAAO (25, 50 e 100 mg/mL), for 4 h at
37 C, in a humidified atmosphere (5% CO2). Then, the plate was
centrifuged at 400g for 5 min and the supernatant was collected for
MPO level determination. For this purpose, 50 mL of each sample
was added to 100 mL of TMB (Suzuki et al., 1983). After 5 min, the
reaction was interrupted with 2N sulfuric acid. MPO levels weremeasured with the Bio-Tek Synergy HT Multi-Detection (Winooski,
VT) at absorbance wavelengths of 450 nm. Results were estimated
through a standard curve prepared with recombinant MPO and
expressed by ng/mL of MPO.
2.10. Prostaglandin E2 (PGE2) and leukotriene B4 (LTB4) assay
PGE2 and LTB4 concentrations were measured in the superna-
tant of neutrophils (2  105 cells/mL) suspended in assay medium.
Briefly, neutrophils were incubated with assay medium (negative
control), PMA (500 ng/mL; positive control) or different concen-
trations of Cr-LAAO (25, 50 e 100 mg/mL) diluted in assay medium
for 1 h at 37 C in a humidified atmosphere (5% CO2). PGE2 and LTB4
concentrations in the supernatant were determined by a specific
enzymatic immunoassay (EIA) previously described by Pradelles
et al. (1985), using a commercial kit (Cayman Chemicals, MI, USA).
2.11. Interleukin-6 (IL-6) and Interleukin-8 (IL-8) quantifications
For this assay, 2  105 neutrophil suspensions resuspended in
assay medium were plated and incubated with RPMI (negative
control), PMA (500 ng/mL; positive control) or different concen-
trations of Cr-LAAO (25, 50 e 100 mg/mL), at 37 C, in a humidified
atmosphere (5% CO2) for 1 h to quantify IL-6 and for 3 h to quantify
IL-8. After centrifugation, the supernatant was used for quantifi-
cation of IL-6 and IL-8 levels by specific EIA, according to Pontes
et al. (2014). The results were expressed in pg/mL of each cytokine.
2.12. Immunoblotting
For this assay, 2  106 neutrophil suspensions resuspended in
assay medium were plated and incubated with RPMI (negative
control), PMA (500 ng/mL; positive control) or different concen-
trations of Cr-LAAO (50 e 100 mg/mL), at 37 C, in a humidified at-
mosphere (5% CO2) for 40 min. After, neutrophils were lysed with
RIPA buffer containing phosphatase and protease inhibitors (1/100,
Sigma) and homogenized. For p38 MAPK phosphorylation deter-
mination, total protein extracts (20 mg) were prepared, resolved by
15% SDS/PAGE and transferred onto a PVDF membrane (Hybond,
Amersham Pharmacia Biotech). Immunoblotting was performed
using monoclonal antibodies against phosphor-p38 and total p38.
Blots were developed with 3,30-Diaminobenzidine tablets and
hydrogen peroxide (Sigma-Fast).
2.13. Statistical analysis
The means and S.E.M. of all data were obtained and compared
by one-way ANOVA, followed by Tukey test with significance
probability levels less than 0.05.
3. Results
3.1. Effect of Cr-LAAO on human neutrophils viability
To further investigate Cr-LAAO’s effect on neutrophils function,
we isolated these cells by density gradient, according to Pontes
et al. (2014). To test the toxicity of several concentrations of Cr-
LAAO in isolated human neutrophils, we used Trypan blue assay.
For this purpose, the effect of 12 h of Cr-LAAO incubation was
investigated. As shown in Fig. 1, the incubation of neutrophils with
RPMI (negative control) did not affect neutrophil viability. On the
other hand, the incubation of neutrophil with Triton X-100, a
positive control, significantly reduced neutrophil viability. The in-
cubation of neutrophils with Cr-LAAO at concentrations from 6 to
100 mg/mL did not affect human neutrophils viability in comparison
Fig. 1. Effect of Cr-LAAO on neutrophils viability. Human neutrophils were isolated
from buffy coats of healthy adult blood donors through a density gradient method.
2  105 cells were incubated with RPMI (control) or different concentrations of Cr-
LAAO for 12 h at 37 C in humidified atmosphere of 5% CO2. After cell viability was
assessed by Trypan blue exclusion test. Values from 4 to 5 donors represent the per-
centage of viable cells with the mean S.E.M.
Fig. 2. Effect of Cr-LAAO on neutrophils chemotaxis. Neutrophils (1  106) were
incubated for 3 h with RPMI (negative control), fMLP (500 ng/mL) (positive control)
and Cr-LAAO (50 and 100 mg/mL) in native and inactive form at 37 C and 5% CO2.
Migrated human neutrophils were counted using a Neubauer chamber. Values are
mean S.E.M. from 4 to 5 donors. *P < 0.05 compared to negative control, #P < 0.05
compared to corresponding concentration of Cr-LAAO in native form (ANOVA).
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evidenced that Cr-LAAO in this period of time and at these con-
centrations is not toxic to human neutrophils.3.2. Human neutrophil chemotaxis induced by Cr-LAAO
We investigated the effect of Cr-LAAO on neutrophil directional
migration using a transwell migration system. Cells were plated on
transwell filters and induced to migrate in response to a chemo-
attractant added to the wells beneath the filters. The migration of
neutrophils to these lower wells requires 2D chemotaxis on the top
of the filter (towards the holes), followed by their migration
through the holes into the bottomwell where the chemoattractant
is. The number of cells in the bottomwell was then used to calculate
the cells migrated per mL. As shown in Fig. 2, fMLP (a bacterially
derived chemoattractant) significantly increased neutrophil
chemotaxis after 3 h of incubation in comparison to the negative
control, RPMI. The chemotaxis observed using Cr-LAAO in native
form, at concentrations of 50 and 100 mg/mL, was greater than that
observed in the positive control, fMLP, suggesting that Cr-LAAO has
a role as a chemotactic factor. Moreover, when cells were incubated
with Cr-LAAO in inactive form, the stimulatory effect of the toxin
was abrogated. These findings evidenced the ability of Cr-LAAO to
stimulate human neutrophils chemotaxis, which is related to
enzymatic activity of this protein.
In order to verify the signal transduction of Cr-LAAO to induce
neutrophils chemotaxis, the cells were incubated with RPMI
(negative control) or fMLP (positive control) or Cr-LAAO in the
presence or absence of Wortmanin or SB202190 or co-treatment of
each inhibitor. As shown in Fig. 3A and B incubation of neutrophils
at concentrations of 50 and 100 mg/mL of Cr-LAAO resulted in asignificant increase in neutrophil chemoataxis, which was affected
by Wortmanin and by SB202190, respectively. In Fig. 3C, the com-
bination of those inhibitors significantly inhibited Cr-LAAO-
induced neutrophil chemotaxis. Moreover, we also analyzed the
p38 MAPK phsphorilation by immunoblotting. Neutrophils were
incubated with RPMI (negative control) or LPS or PMA (positive
controls) or Cr-LAAO. As shown in Fig. 3D incubation of neutrophils
with Cr-LAAO induced an increase in p38 MAPK phosphorylation.
This was consistent with our pharmacological results with p38
MAPK inhibitor, SB202190.3.3. Reactive oxygen species (ROS) production by human
neutrophils stimulated by LAAO
A growing body of evidence indicates that reactive oxygen
species (ROS) play a role as key regulators of neutrophil chemo-
tactic migration (Hattori et al., 2010a,b). Pontes et al. (2014) showed
that Cr-LAAO was able to induce H2O2 using the technique
described by Pick and Keisari (1980), adapted for microassay by
Pick and Mizel (1981), with modifications proposed by Russo et al.
(1989). Here, an oxidation-sensitive fluorescent probe dichloro-
fluorescein (DCF) was used to measure ROS. In this assay, upon
oxidation by ROS, the nonfluorescent H2DCFDA is converted to the
highly fluorescent 20,70-dichlorofluorescein (DCF). Thus, the ability
of Cr-LAAO to induce the ROS production by human neutrophils
and the contribution of mitochondrial oxygen consumption, using
rotenone, a standard blocker of complex I, was verified. The results
in Fig. 4 show that the incubation of neutrophils with Hank’s so-
lution (negative control) resulted in a basal production of ROS. The
incubation of neutrophils at concentrations between 25 and
100 mg/mL resulted in a significant increase of ROS production. On
the other hand, the presence of rotenone inhibited ROS production
in all concentrations used of Cr-LAAO, which suggests the ability of
Cr-LAAO to stimulate human neutrophils for ROS production.
Fig. 3. Participation of PI3K and p38MAPK on Cr-LAAO induced neutrophils chemotaxis. Neutrophils (1  106) were treated with 500 nM Wortmanin (A), a PI3K inhibitor, for
15 min or 15 mM SB202180 (B), a p38MAPK inhibitor, for 30 min or combination of those inhibitors (C) before adding the Cr-LAAO or RPMI alone with the vehicle used for the
inhibitor. After that neutrophils were incubated for 3 h with RPMI (negative control), fMLP (500 ng/mL) (positive control) or Cr-LAAO (50 and 100 mg/mL) at 37 C and 5% CO2.
Migrated human neutrophils were counted using a Neubauer chamber. Neutrophils (2  106) were incubated for 40 min with RPMI (negative control), LPS or PMA (positive control)
or Cr-LAAO (50 and 100 mg/mL) at 37 C and 5% CO2. Total protein was analyzed by immunoblot (D) with specific antibodies against the phsphorylated p38 MAPK and total p38
MAPK (control). Values are mean S.E.M. from 4 to 5 donors. *P < 0.05 compared to negative control, #P < 0.05 compared to corresponding treatment (ANOVA).
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stimulated by Cr-LAAO
In order to assess Cr-LAAO’s phagocytosis-stimulating ability,
the uptake of non-opsonized zymosan particles was determined in
isolated human neutrophils. As shown in Fig. 5, neutrophils incu-
bated with RPMI showed an average phagocytosis of non-
opsonized zymosan particles of 31.6%. The incubation ofneutrophils with LPS or PMA (positive controls) induced a signifi-
cant increase in neutrophil phagocytosis of non-opsonized
zymosan particles compared to neutrophils incubated with RPMI
(negative control). The incubation of neutrophils with Cr-LAAO at
different concentrations resulted in a significant increase in the
neutrophil phagocytosis of non-opsonized zymosan particles,
suggesting that Cr-LAAO stimulates neutrophils to phagocytosis.
Fig. 4. Effect of Cr-LAAO on intracellular ROS levels. Neutrophils (2  105) were
incubated for 3 h with Hank’s solution (negative control), LPS (1 mg/mL; positive
control) or different concentrations of Cr-LAAO (25, 50 e 100 mg/mL) in the presence or
absence of Rotenone (10 mM). After addition of DCFDA (10 mM), DCF fluorescence was
determined at excitation and emission wavelengths of 485 and 528 nm, respectively in
a spectrophotometer. Data were expressed as fluorescence intensity. Values are mean
S.E.M. from 4 to 5 donors. *P < 0,05 compared with control, #p < 0.05 compared to
corresponding treatment (ANOVA).
Fig. 5. Effect of Cr-LAAO on neutrophil phagocytosis. Neutrophils (2  105) were
incubated with RPMI (negative control) or LPS (1 mg/mL; positive control) or PMA
(500 ng/mL, positive control) or non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO for 3 h at
37 C in a humid atmosphere (5% CO2) before addition of non-opsonized zymosan
particles. The results were expressed as % of positive cell for phagocytosis and repre-
sent the mean ± SEM of f4-5 donors. *p < 0.05 compared to control (ANOVA).
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stimulated by Cr-LAAO
In order to verify neutrophil activation, MPO liberation induced
by Cr-LAAO was quantified. As shown in Fig. 6, incubation of
neutrophil with all concentrations of Cr-LAAO induced a significant
release of MPO by human neutrophils compared to both controls,
LPS and PMA. These findings suggest the ability of Cr-LAAO to
stimulate human neutrophils to release MPO.
3.6. Release of cytokines (IL-6 and IL-8) by human neutrophils
induced by Cr-LAAO
To assess the ability of Cr-LAAO to activate human neutrophils
and stimulate pro-inflammatory cytokines release, such as IL-6 and
IL-8, the cells were incubated with RPMI (negative control), PMA
(positive control) or non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO. As
shown in Fig. 7A, all concentrations of Cr-LAAO induced a signifi-
cant release of IL-6 by human neutrophils compared to both con-
trols. Fig. 7B shows that 3 h of incubation of neutrophils with
100 mg/mL of Cr-LAAO induced a significant release of IL-8 by hu-
man neutrophils. Our results revealed that Cr-LAAO had activated
human neutrophils and induced the release of IL-6 and IL-8.
3.7. Release of PGE2 and LTB4 by human neutrophils induced by Cr-
LAAO
In order to investigate the ability of Cr-LAAO to induce the
release of PGE2 and LTB4 by human neutrophils, the cells were
incubatedwith RPMI (negative control), LPS (positive control), PMA
(positive control) or non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO. As
shown in Fig. 8A, 1 h of incubation of human neutrophils with
different non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO induced an in-
crease in PGE2 release compared to the negative control (RPMI) and
the positive control (PMA). Fig. 8B shows that 2 h of incubation of
neutrophils with 100 mg/mL of Cr-LAAO induced a significantFig. 6. Release of MPO by neutrophils induced by Cr-LAAO. Neutrophils (1  106)
were incubated with RPMI (negative control) or PMA (500 ng/mL, positive control) or
non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO for 4 h at 37 C in a humid atmosphere (5%
CO2). The MPO concentrations in the supernatant were quantified in a spectropho-
tometer. The results were expressed as ng/mL of MPO and represent the mean ± SEM
of four donors. *p < 0.05 compared to control. #p < 0.05 compared to PMA (positive
control) (ANOVA).
Fig. 7. Release of IL-6 and IL-8 by neutrophils induced by Cr-LAAO. Neutrophils (2  105) were incubated with RPMI (negative control) or PMA (500 ng/mL, positive control) or
non-cytotoxic concentrations of Cr-LAAO for 1 h for IL-6 (A) and 3 h for IL-8 (B) at 37 C in a humid atmosphere (5% CO2). The concentrations of IL-6 (A) and IL-8 (B) in the su-
pernatant were quantified by specific EIA. The results were expressed as pg/mL of IL-6 or IL-8 and represent the mean ± SEM of four donors. *p < 0.05 compared to control (ANOVA).
Fig. 8. Release of PGE2 and LTB4 by neutrophils induced by Cr-LAAO. Neutrophils
(2  105) were incubated with RPMI (negative control) or LPS (1 mg/mL; positive
control) or PMA (500 ng/mL, positive control) or non-cytotoxic concentrations of Cr-
LAAO for 1 h (A) or 2 h (B) at 37 C in a humid atmosphere (5% CO2). PGE2 and LTB4
concentrations were quantitated by specific EIA in supernatant collected after incu-
bation with RPMI or LPS or PMA or Cr-LAAO. The results were expressed as mg/mL of
PGE2 or LTB4 produced and represent the mean ± SEM of 4e5 donors. *p < 0.05
compared to control (ANOVA).
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ability of Cr-LAAO to stimulate human neutrophils to induce PGE2
and LTB4 release.4. Discussion
Venoms contain a complex mixture of proteins with pharma-
cological activities (Chippaux and Goyffon, 1998) among which are
the LAAOs. These toxins are found in large quantities in C. rhodos-
toma snake venom, representing 30% of venom (Ponnudurai et al.,
1994).
Previously, we showed that Cr-LAAO, at non-cytotoxic concen-
trations, induced the superoxide anion production by isolated hu-
man neutrophils. This toxin, in its native form, is also able to
stimulate the hydrogen peroxide production in neutrophils, sug-
gesting that its primary structure is essential for cell stimulation.
Moreover, Cr-LAAO was able to stimulate neutrophils to release
proinflammatory mediators such as IL-8 and TNF-a as well as NETs,
showing that Cr-LAAO triggers relevant proinflammatory events in
such cells (Pontes et al., 2014). Despite this, there is still limited
comprehension of this toxin’s mechanism of action on human
neutrophils.
It is known that neutrophils play a central role in the inflam-
matory process. After migration through the endothelial cells, these
cells are attracted to a site of infection or insult by a chemotactic
gradient of mediators (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Nauseef and
Borregaard, 2014) such as the formulated compound (fMLP), de-
rivatives of bacterial cell wall factors (LPS), complement fragment
(C5a) and cytokines (Bokoch, 1995) which drive the movement of
neutrophils (Dittmar et al., 2000).
Based on this knowledge, the ability of Cr-LAAO to induce hu-
man neutrophil chemotaxis through the polycarbonate filter was
evaluated. The results showed that Cr-LAAO in its native form, at
non-cytotoxic concentrations (50 and 100 mg/mL), was able to
stimulate human neutrophil chemotaxis to the bottom of the
compartment plate transwell after 3 h of incubation, as compared
to controls (negative, RPMI and positive, fMLP). However, when Cr-
LAAO in its inactive form was incubated with isolated human
neutrophils, the stimulatory effect of Cr-LAAO was abrogated sug-
gesting that enzymatic activity is important for neutrophil
chemotaxis.
The mechanism of neutrophil chemotaxis is generally thought
to depend on both PI3K- and p38 MAPK-dependent pathways,
whereby exposure of neutrophils to a chemoattractant triggers
either or both pathways (Gambardella and Vermeren, 2013; Kim
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p38MAPK in Cr-LAAO induced neutrophil chemotaxis. Results
showed that PI3K and p38MAPK are involved in Cr-LAAO induced
neutrophil chemotaxis. The combined treatment with p38MAPK
and PI3K inhibitors, at concentration that are effective as single
treatment, significantly reduced Cr-LAAO induced neutrophil
chemotaxis, therefore, indicating that PI3K and p38MAPK are
involved in Cr-LAAO induced neutrophil chemotaxis and these
pathways act in synergism. Using a different approach, immuno-
blotting assay showed a clear difference between p38MAPK and
phosphor-p38MAPK indicating that Cr-LAAO induced p38MAPK
phosphorilation that contributes to neutrophil chemotaxis. To the
current date, there is no published data in literature showing the
role of Cr-LAAO in neutrophil chemotaxis or migration of leuko-
cytes into the peritoneal cavity of experimental animals and will
enable an understanding of neutrophil immune response in both
healthy and diseased systems. As such, this can be considered the
first description.
Nonetheless, literature has demonstrated that p38 MAPK is
present in PMNs, and is activated within seconds by a variety of
stimuli, including bacterial peptides, cytokines, lipopolysaccha-
rides, and chemoattractants (Kim and Haynes, 2013; Heit et al.,
2008). p38MAPK activation in neutrophils induce adherence,
chemotaxis, granular exocytosis, apoptosis and respiratory burst
activity (Ono and Han, 2000). Based on this knowledge, it is
possible to consider that p38MAPK is involved in neutrophil
chemotaxis induced by Cr-LAAO and is able to stimulate neutro-
phils to produce hydrogen peroxide contributing to neutrophil
chemotaxis.
Since LAAO has an intrinsic production activity of hydrogen
peroxidewhich is permeable to the cell membrane, we suggest that
the hydrogen peroxide somehow acts by activating neutrophils,
regulating the extension of pseudopodia, the targeting and the cell
orientation (Hattori et al., 2010a,b). In addition, when the enzy-
matic effect of Cr-LAAOwas abrogated this enzyme fail the capacity
to induce neutrophil chemotaxis. In this regard, recent evidence
indicates that hydrogen peroxide controls the directed migration
by mediating the recruitment of leukocytes to the inflammatory
site (Niethammer et al., 2009); although Klyubin et al. (1996) were
the first to propose that hydrogen peroxide acts as a chemo-
attractant in leukocytes. This data support our evidence that
hydrogen peroxide has a role mediating the neutrophils
chemoataxis.
In addition, Pontes et al. (2014) initially showed that the LAAO,
per se, at concentrations of 50 and 100 mg/mL, did not produce
hydrogen peroxide within the standards set by the hydrogen
peroxide curve in the absence of neutrophils. However, when
incubated in the presence of neutrophils, there was a high pro-
duction of hydrogen peroxide, indicating that Cr-LAAO is able to
stimulate neutrophils to produce hydrogen peroxide contributing
to neutrophil chemotaxis.
Moreover, it is important to mention that neutrophils contain
superoxide dismutase, catalase, and the glutathione redox system
(Roos et al., 1980) that protect them against external oxidative
stress. Studies with catalase-deficient and catalase-inhibited neu-
trophils proved that catalase is essential for adequate cell protec-
tion after incubation of neutrophils with the hydrogen peroxide-
generating system. They also showed that catalase protect certain
localized cell structures, and catalase along with gluthatione redox
are need for the preservation of the total cell function (Roos et al.,
1980).
Another factor that must be taken into consideration is the
interaction of Cr-LAAO glycan structure to the cell surface. The
peculiar feature of LAAOs from snake venoms is its glycosylation. In
this enzyme, some carbohydrates such as fucose, mannose,galactose, N-acetyl glicosamida and sialic acid have been identified,
making a total of 5.4% of the protein (De Kok and Rawitch, 1969;
Solis et al., 1999; Ali et al., 2000). Wellner and Meister (1960)
showed in their studies with Crotalus adamanteus snake venom
the presence of glycosylation sites on the surface of LAAO.
Furthermore, studies with Crotalus atrox snake venom in eukaryotic
cells have shown that blocking glycosylation inhibits the residual
activity of the enzyme (Torrii et al., 2000). Later, Ande et al. (2006)
showed that glycans motifs of LAAO from Calloselasma rhodostoma
interact with structures of cell surface and induce apoptotic cell
death as consequence of hydrogen peroxide production. Recently,
Abdelkafi-Koubaa et al. (2016) showed that CC-LAAO from Cerastes
cerastes binds to the cell surface and enables the production of
highly localized concentration of hydrogen peroxide in or near the
binding interfaces. On the other hand, the interaction of CC-LAAO
with a mimetic phospholipid film indicated that phospholipid/
CCLAAO interactions are not involved in their binding tomembrane
and in their pharmacological activities.
ROS can be derived from two sources: mitochondrial meta-
bolism pathway (Murphy, 2009) or NADPH oxidase activation
(Bedard and Krause, 2007). Mitochondria have important roles in
cellular function, including participation in energy generation and
modulation of apoptosis (Green and Reed, 1998). There are four
carriers of electron transport, complexes I to IV, embedded in the
lipid bilayer of the inner mitochondrial membrane. Complex I is
considered to be a major site of electron leak and subsequent su-
peroxide production (Lambert and Brand, 2004; Lenaz et al., 2006).
Thus, rotenone-a complex I electron transport inhibitor of the
respiratory chain of the mitochondrial NADH metabolism pathway
(Zmijewski et al., 2008) was used in order to verify if LAAOwas able
to induce ROS liberation, by a mechanism independent of NADPH
oxidase. Results showed that LAAO, in all concentrations, stimu-
lated neutrophils to produce ROS and, rotenone, reduced partially
this effect suggesting that another pathway for ROS production
participates in this effect: the NADPH oxidase. These data are in
agreement with results from Zmijewski et al. (2008) that showed
that rotenone potently inhibited mitochondrial complex I activity
in neutrophils but these cells continuous produce ROS. It is
important to note that rotenone did not induce apoptosis of human
neutrophils (Sim et al., 2005).
Superoxide produced by complex I is predominantly generated
in themitochondrial matrix and, as a charged species; superoxide is
not readily diffusible across mitochondrial membranes. However,
superoxide rapidly undergoes dismutation to hydrogen peroxide
(H2O2) within the mitochondria and, in contrast to superoxide,
H2O2 is capable of diffusing across membranes and can transit from
the mitochondria into the cytoplasm where it participates as a
secondmessenger in the regulation of NF-kB and other intracellular
signaling pathways. Several steps in the NF-kB signaling cascade
have been shown to be regulated by H2O2 (Zmijewski et al., 2008).
The released H2O2 is one of the ROS liberated by neutrophils and is
particularly stable, has a half-life of 20 s (Barnard and Matalon,
1992) and diffuses faster than water (Bienert et al., 2006).
Phagocytosis is defined as the engulfing of other cells, cell
fragments, and micro-organisms. The phagocytic process can be
distinguished in several phases: (1) attachment of the opsonized
particle upon recognition by specific receptors, (2) pseudopod ex-
tensions around attached particle whereby it is still exposed to the
environment (“zippering”), and (3) completion of the engulfment
resulting in the formation of a phagosome, which is an outside-in
compartment inside the cell (van Kessel et al., 2014).
The next steps involve mobilization and fusion of the phag-
osome with different granule types resulting in the liberation of
granule content that is required for killing of the microorganism
(Flannagan et al., 2009; Nordenfelt and Tapper, 2011). Concurrently,
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dependent oxidases upon triggering of specific cell surface re-
ceptors, leading to the generation of highly toxic ROS. Together
with the granular content, ROS play an important role in bacterial
killing (Dale et al., 2008).
The present study evaluated the ability of Cr-LAAO to stimulate
phagocytosis of non-opsonized zymosan particles by human neu-
trophils. Results obtained showed that Cr-LAAO is able to enhance
the phagocytic capacity of neutrophils. There is no data in the
literature to support these findings. Thus, this can be considered
the first description.
Myeloperoxidase, a heme-protein, principal enzymes released
from the neutrophil’s azurophilic granules, released upon neutro-
phil activation (Witko-Sarsat et al., 2000). In the presence of H2O2,
MPO catalyzes the oxidation of chloride ion to hypochlorous acid
(HOCl), that is responsible for alkalinization of the phagocytic
vacuole during the oxidative burst (Borregaard, 1988), essential in
the microbicidal activity (Segal et al., 1982). Literature documents
that ROS and cytokines stimulate the release of MPO (Arimura et al.,
1993). And, our group showed that Cr-LAAO induced the release of
IL-8 as well as the production of ROS (Pontes et al., 2014). Thus, the
presence of MPO in the supernatant of isolated human neutrophils
incubated with Cr-LAAO was evaluated. Results showed Cr-LAAO
induced MPO release suggesting that this enzyme leads to human
neutrophils degranulation.
Cytokines are important mediators, and among the various cy-
tokines, interleukin-6 (IL-6) and interleukin 8 (IL-8) are important
mediators of inflammatory events. IL-6 is secreted by human
neutrophils and has pro- and anti-inflammatory actions (Johnson
et al., 1998). Among the IL-6 actions we can highlight their
involvement in the initiation and maintenance of inflammation
facilitating the trafficking of neutrophils to the inflammatory site
and consequent stimulus to production of inflammatory mediators
such as cytokines, prostaglandins, ROS and proteases (Fielding
et al., 2008; Woodfin et al., 2010).
Thus, the involvement of IL-6 in Cr-LAAO action on neutrophil
function was evaluated. Results showed that Cr-LAAO was able to
induce IL-6 production. The data is in agreement with the results of
Wei et al. (2007), in which LAAO of Agkistrodon blomhoffii induced
the release of IL-6 by isolated human monocytes.
Another important cytokine that is involved in inflammatory
processes is IL-8. This cytokine mediates neutrophil induced
chemotaxis as the direction of polarization of neutrophils in the
inflammatory site toward to a gradient of chemoattractants
(Henkels et al., 2011). Thus, in order to understand the mechanism
by which Cr-LAAO induces neutrophils chemotaxis IL-8 concen-
tration was determined. Results showed that Cr-LAAO was able to
induce the production of IL-8. Pontes et al. (2014) showed that Cr-
LAAO induced the release of IL-8 by human neutrophils 12 h after
incubation with the toxin. Importantly, since the LAAO induced
release of IL-8 as well as production of ROS and literature docu-
ments that ROS and cytokines induce chemotaxis it is possible to
suggest that IL-8 and the ROS, found in this study contribute to the
phenomenon of chemotaxis of neutrophils by Cr-LAAO.
LTB4 is a potent chemoattractant for neutrophils and a key
player in the initiation of inflammation. This lipid mediator is
widely recognized as an essential mediator in inflammation
(Peters-Golden and Henderson, 2007). Literature shows that LTB4
stimulation leads to a number of functional responses important in
host defense such as the secretion of lysosomal enzymes, the
activation of NADPH oxidase activity, NO formation, and phagocy-
tosis. LTB4 also stimulates the expression of the b2-integrin (CD11b/
CD18), an effect likely related to its ability to stimulate leukocyte
migration and phagocytosis (Flamand et al., 2007).
Knowing the important role played by neutrophils as front-linecells in innate immunity and the importance of LTB4 in neutrophil
functional responses, we investigated the effect of Cr-LAAO on LTB4
production by this cell type. Results showed that Cr-LAAO induced a
significant increase in LTB4 liberation by neutrophils suggesting its
participation along with IL-8 in neutrophil chemoataxis induced by
Cr-LAAO. In addition, since the Cr-LAAO induced phagocytosis as
well as production of ROS and literature documents that LTB4 is
involved in these neutrophil responses it is possible to suggest that
this lipidmediator, found in this study contribute to the neutrophils
activation induced by Cr-LAAO. In the literature, there is no data
showing the effect of Cr-LAAO on LTB4 liberation.
Literature shows that IL-1 and IL-8 induced increase of COX-2
expression (Dorsam and Gutkind, 2007; Maloney et al., 1998;
Smith et al., 1996) and Cr-LAAO induced the release of IL-8
(Pontes et al., 2014). Therefore is possible to suggest that this
chemokine may contribute to the signaling process inducing the
expression of COX-2 and consequently stimulating the release of
PGE2. Since, Cr-LAAO stimulated neutrophils to produce PGE2 we
suggest that it is able to induce COX-2 expression.
In summary, the obtained data showed that Cr-LAAO does not
affect the viability of human neutrophils. Cr-LAAO, in its native
form, stimulates neutrophil chemotaxis, an event with the
involvement of intracellular signalling mediated by p38 MAPK and
PI3K. In inactive form, Cr-LAAO does not induce neutrophil
chemotaxis. Cr-LAAO is also able to stimulate the production of
hydrogen peroxide in neutrophils. Moreover, Cr-LAAO induces the
release of MPO, IL-6, IL-8, LTB4 and PGE2. Finally, since LAAO from
Calloselasma rhodostoma venom comprises 30% of crude venom
(Ponnudurai et al., 1994) it is possible to affirm that this toxin plays
an important role in local symptoms of the envenomation.
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